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Kurzzusammenfassung 
Eine charakteristische Besonderheit von Helicobacter pylori ist seine außerordentlich hohe 
genetische Variabilität. Diese hohe Plastizität des Genoms wird durch eine erhöhte 
Mutationsrate (~10-6) sowie eine hohe Rekombinationsfrequenz hervorgerufen. Viele der in 
E. coli beschriebenen Gene der DNA-Reparatur- und Rekombinationssysteme sind bisher in 
H. pylori nicht beschrieben worden (z.B. mutHLS) und zur Funktion der identifizierten Gene 
gibt es nur wenige systematische Untersuchungen. Innerhalb dieser Arbeit wurden die 
Funktionen der Gene comB10, mutY, nth, ung, xth, recA, recB, recG, recN, recR, recJ und 
xseA in der DNA-Reparatur und bei der Rekombination untersucht. 
In E. coli ist die Glykosylase MutY Teil des Basen-Exzisions-Systems. Die Inaktivierung des 
mutY-Gens in H. pylori führte zu einer signifikanten Erhöhung der Rifampicin-Resistenz (Rif) 
vermittelnden Mutationen im rpoB-Gen um einen Faktor von 14 bis 25. Sequenzanalysen 
Rif-resistenter Klone zeigten, dass der Verlust der MutY-Glykosylase eine starke Auswirkung 
auf die Verteilung der C-zu-A-Transversionen im rpoB-Gen hatte. Die Ergebnisse der 
Untersuchungen lassen darauf schließen, dass die Effizienz, mit der MutY vor Mutationen 
schützt, vom Sequenzkontext der Mutation abhängig ist. Weiterhin konnte mit Hilfe einer 
kompetitiven Kultur gezeigt werden, dass die Inaktivierung des mutY-Gens mit einer 
Verminderung der bakteriellen Fitness in der stationären Phase verbunden war. 
Der genetische Austausch in H. pylori wurde mit Hilfe eines in vitro-Transformationssystems 
untersucht, in dem ein H. pylori-Rezipient mit genomischer DNA eines Rif-resistenten 
H. pylori-Donors inkubiert wurde. Durch die Inkubation mit DNA erhöhte sich die Anzahl 
Rif-resistenter Klone im Vergleich zur Mutationsfrequenz um das 22- bis 199-fache. Die 
mittlere Länge der Importe variierte zwischen 1294 Bp und 3853 Bp und war von der 
Rezipient/Donor-Kombination abhängig. In etwa 10% der untersuchten Sequenzen waren die 
importierten DNA-Fragmente von Segmenten der Rezipienten-DNA mit einer mittleren 
Länge von 84 Bp unterbrochen (ISR). Zwölf Gene wurden inaktiviert, um ihre Rolle in der 
Determination der DNA-Importlänge sowie ihre Funktion in der Entstehung der ISR zu 
untersuchen. Die Inaktivierung der Glykosylase MutY führte zu längeren DNA-Importen, 
hatte aber keinen signifikanten Einfluss auf die ISR-Frequenz. Die Überexpression des 
mutY-Gens resultierte in einer signifikanten Erhöhung der ISR-Frequenz. Somit scheint MutY 
eine wichtige Komponente in der Entstehung von ISR zu sein. ISR tragen wahrscheinlich zu 
der hohen allelischen Diversität von H. pylori und dem charakteristisch niedrigen 
Kopplungsungleichgewicht des Bakteriums bei. 
 
Schlagwörter: Helicobacter pylori, Rekombination, DNA-Reparatur, DNA-Importe 
Abstract 
One of the most striking characteristics of Helicobacter pylori is its high genetic variability. 
This high genomic plasticity is due to an increased mutation rate (~10-6) and frequent 
recombination events during a mixed infection with multiple strains. Many of the genes 
involved in DNA repair and recombination pathways known in E. coli are lacking in H. pylori 
(e.g. mutHLS). Only few genes involved in DNA repair and recombination have been 
functionally characterized in H. pylori. In this study, the impact of the H. pylori genes 
comB10, mutY, nth, ung, xth, recA, recB, recG, recN, recR, recJ, and xseA on DNA repair and 
recombination was analyzed. 
In E. coli, the DNA glycosylase MutY is a part of the base excision repair system. Inactivation 
of mutY in H. pylori resulted in an increase of the mutation frequency by a factor of 14 to 25. 
Sequence analysis of rpoB in Rifampicin (Rif) resistant clones selected from the mutY mutant 
showed that the inactivation of mutY had a profound impact on the distribution of C to A 
transversions within rpoB. This finding suggests that the efficiency with which mutY prevents 
transversions is strongly dependent upon the sequence context. Inactivation of mutY was 
associated with a stationary phase fitness deficit in competitive cultures with the wild type 
strain. 
Using an in vitro transformation system, in which a recipient strain was co-incubated with 
genomic DNA derived from donor strains that harbored point mutations in rpoB conferring 
resistance to Rif, the frequencies of mutation and recombination of H. pylori wild type and 
mutant strains were determined. The addition of genomic DNA derived from a Rif resistant 
donor strain increased the number of resistant clones 22- to 199-fold. The mean length of 
incorporated DNA fragments varied between different recipient strains (1294 - 3853 bp). In 
about 10% of recombinant clones, the imported fragments of donor DNA were interrupted by 
short interspersed sequences of the recipient (ISR) with a mean length of 84 bp. Twelve 
candidate genes were inactivated in order to identify genes involved in the control of import 
length and generation of ISR. Inactivation of the antimutator glycosylase MutY increased the 
length of imports, but did not have a significant effect on ISR frequency. Overexpression of 
mutY strongly increased the frequency of ISR, indicating that MutY is part of at least one 
ISR-generating pathway. The formation of ISR in H. pylori increases allelic diversity, and 
contributes to the uniquely low linkage disequilibrium characteristic of this pathogen. 
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1 Einleitung 
1.1 Das Humanpathogen Helicobacter pylori 
1.1.1 Historie des Erregers 
Trotz erster Beschreibungen spiralig gewundener Bakterien in Proben aus Tiermägen 
(Bottcher, 1874) und aus dem menschlichen Magen (Jaworski, 1899; Konturek, 2003) galt der 
Magen aufgrund seines sauren Milieus mit einem pH-Wert zwischen eins und zwei bis in das 
20. Jahrhundert als steril und die dort vorgefundenen Bakterien wurden als Kontaminationen 
aus dem Mund- und Rachenraum betrachtet. Als Ursache für peptische Ulzera wurde unter 
anderem Hyperazidität aufgrund von Stress angesehen. Erst 1979 wurde die Idee der 
Besiedelung des Magens wieder neu aufgegriffen und spiralförmige Bakterien auf der 
Oberfläche von Epithelzellen im Lumen des menschlichen Magens nachgewiesen (Fung et 
al., 1979). Jedoch war es nicht möglich, diese Bakterien zu kultivieren. 
Die beiden australischen Ärzte Barry Marshall und Robin Warren schafften es dann 1982 
erstmals, ein Bakterium aus Biopsiematerial des Magens zu isolieren und erfolgreich zu 
kultivieren (Marshall und Warren, 1984; Warren und Marshall, 1983). Morphologische 
Gemeinsamkeiten und die Übereinstimmung des GC-Gehaltes führten zur Einstufung des 
Bakteriums in die Gattung Campylobacter und das Bakterium wurde als Campylobacter 
pyloridis bezeichnet (Marshall und Warren, 1984), aus Nomenklaturgründen später aber 
Campylobacter pylori benannt (Marshall und Goodwin, 1987). Nachdem weitere 
Untersuchungen des Bakteriums zeigten, dass sich eine Eingruppierung in die Gattung 
Campylobacter nicht aufrecht erhalten ließ, wurde das Bakterium in die neue Gattung 
Helicobacter innerhalb der ε-Proteobacteria eingeordnet (Goodwin et al., 1989) und seitdem 
als Helicobacter pylori (H. pylori) bezeichnet. Der Name Helicobacter wurde dabei aus der 
spiraligen Form der Bakterien abgeleitet (helix, helicos, griechisch: Windung). 
Marshall und Warren vermuteten, dass H. pylori mitverantwortlich für die Entstehung der 
peptischen Ulzera sei und schlugen zur Therapie eine Antibiotika-Behandlung vor. Die 
Diskussionen, welche durch diese Äußerung angeregt wurden, veranlassten Marshall und 
Morris dazu, den Beweis für die Pathogenität des Bakteriums durch einen Selbstversuch zu 
erbringen. Sie nahmen H. pylori oral auf und entwickelten daraufhin eine akute Gastritis, die 
nach Behandlung mit Antibiotika wieder zurückging (Marshall et al., 1985; Morris und 
1 Einleitung -2- 
 
Nicholson, 1987). Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass das Bakterium H. pylori 
den menschlichen Magen kolonisieren kann und gleichzeitig wurden die Kochschen Postulate 
zum Nachweis eines Erregers erfüllt. 
1.1.2 Mikrobiologie und Klinik 
Die Gattung Helicobacter gehört zur Familie der Helicobacteraceae in der Gruppe der 
ε-Proteobacteria. Zu dieser Gattung gehören mittlerweile mehr als 25 Helicobacter-Arten, die 
sich abhängig von ihrer ökologischen Nische in die gastrischen und die enterohepatischen 
Helicobacter unterteilen lassen und eine hohe Organspezifität aufweisen (Fox, 2002; Solnick 
und Schauer, 2001). Gastrische Arten wie H. pylori besiedeln ausschließlich den Magen, 
enterohepatische Arten wie H. hepaticus kolonisieren vorwiegend den Darmtrakt, wurden 
aber auch in Leber und Gallenwegen gefunden. Für einige enterohepatische Helicobacter-
Arten ist eine Assoziation mit Hepatitis, Lebertumoren und entzündlichen Darmerkrankungen 
beschrieben worden (Fox et al., 1994; Ge et al., 2008; Suerbaum et al., 2003; Ward et al., 
1994). H. pylori gehört in die Gruppe der gastrischen Helicobacter, wie auch die Arten 
H. acinonychis, H. felis und H. mustelae, die in Katzen, Großkatzen, Frettchen, Hunden und 
anderen Säugetieren vorkommen (Eaton et al., 1993; Fox et al., 1988; Lee et al., 1988; 
Solnick et al., 1993; Solnick, 2003). Die Bakterien dieser Gruppe sind alle Urease-positiv und 
stark beweglich (Solnick und Schauer, 2001). 
Bei Helicobacter pylori handelt es sich um ein spiralig gekrümmtes, Gram-negatives 
Bakterium mit einer Länge von 2 bis 4 µm und einem Durchmesser von 0,5 bis 1 µm. 
H. pylori ist lophotrich mit vier bis sechs von einer Membran umgebenen Flagellen begeißelt 
(Josenhans und Suerbaum, 2001). Neben der Stäbchenform können die Bakterien nach 
längerer Kultur oder Behandlung mit Antibiotika über verschiedene Zwischenstadien eine 
kokkoide Form annehmen, welche nicht weiter kultivierbar ist (Kusters et al., 1997). Ob es 
sich bei dieser Form um eine Art Dauerstadium handelt, konnte bisher nicht nachgewiesen 
werden. 
Zum Wachstum benötigt H. pylori eine mikroaerobe Atmosphäre mit einem Sauerstoff-Gehalt 
zwischen 2% und 5% sowie einen Kohlendioxid-Gehalt zwischen 5% und 10% bei hoher 
Feuchtigkeit. Ein optimales Wachstum des Bakteriums erfolgt bei 37°C, wobei nur geringe 
Abweichungen zwischen 1°C und 3°C von ihm toleriert werden. H. pylori kolonisiert 
Bereiche des Magens, in denen der pH-Wert zwischen 5,5 und 8,0 liegt, toleriert aber 
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kurzzeitig auch pH-Werte, die deutlich unter diesem Bereich liegen (Scott et al., 2002; Stingl 
et al., 2002b). Für die Kultivierung von H. pylori werden komplexe Nährmedien benötigt. 
Diese basieren oftmals auf Columbia-Agar (Festmedien) oder BHI-Medium (Flüssigmedium; 
BHI, englisch „brain-heart-infusion“) und werden zusätzlich mit 2% bis 10% lysierten Blut 
bzw. Serum versetzt. Der hohe Bedarf an Nährstoffen ist durch das Fehlen einiger 
Biosynthesewege bei H. pylori zu erklären, z.B. die Biosynthese der Aminosäuren Arginin, 
Histidin, Isoleucin, Leucin, Methionin, Phenylalanin und Valin (Nedenskov, 1994; Reynolds 
und Penn, 1994). Die „Einsparung“ von Biosynthesewegen beruht wahrscheinlich auf dem 
hohen Anpassungsgrad an das Habitat menschlicher Magen und der damit verbundenen 
Verfügbarkeit an Substanzen (Berg et al., 1997; Doig et al., 1999; Marais et al., 1999). 
Zur Energiegewinnung nutzt H. pylori Glukose als Kohlenstoffquelle, die über den 2-Keto-3-
desoxy-6-phosphogluconat-Weg und den Pentosephosphat-Weg abgebaut wird. Als terminaler 
Elektronen-Akzeptor dient Sauerstoff, allerdings gibt es Hinweise darauf, dass auch Fumarat 
als alternativer Elektronen-Akzeptor verwendet werden kann (Smith und Edwards, 1995). 
Anhand genomischer und experimenteller Untersuchungen ist nicht davon auszugehen, dass 
H. pylori in der Lage ist, andere Zucker zu katabolisieren (Berg et al., 1997; Doig et al., 1995; 
Marais et al., 1999; Nedenskov, 1994). Es bleibt zu berücksichtigen, dass viele Annahmen 
über den Metabolismus von H. pylori auf der Grundlage von Analysen der vorhandenen 
Genomsequenzen beruhen und die experimentellen Beweise noch zu erbringen bleiben (Alm 
et al., 1999; Kelly, 1998; Marais et al., 1999; Tomb et al., 1997). 
H. pylori ist einer der meist verbreiteten Humanpathogene. Die globale Durchseuchungsrate 
liegt bei etwa 50% der Bevölkerung, wobei die Durchseuchung in Entwicklungsländern mit 
teilweise über 80% deutlich höher ist als in Industrieländern mit 25-50% (Dunn et al., 1997; 
Feldman, 2001; Pounder und Ng, 1995). Besonders stark macht sich der Unterschied bei 
Kindern bemerkbar, mit einer positiven Diagnostik bei über 50% der untersuchten Kinder in 
Entwicklungsländern, im Gegensatz zu weniger als 10% als positiv getesteter Kinder in den 
Industrienationen (Daugule und Rowland, 2008; Dunn et al., 1997). Dabei wurde gezeigt, 
dass vor allem sozioökonomische Aspekte und dadurch bedingte unterschiedliche 
Hygienebedingungen für diese Unterschiede verantwortlich sind (Banatvala et al., 1993; 
Malaty und Graham, 1994; Parsonnet, 1995). 
Trotz der hohen Prävalenz von H. pylori ist der genaue Infektionsweg des Bakteriums noch 
nicht geklärt. Obwohl es einzelne Funde von H. pylori in Haustieren gibt (Brown et al., 2001; 
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Brown et al., 2002; Dore et al., 2001), gilt eine zoonotische Übertragung eher als 
unwahrscheinlich. Stattdessen wird angenommen, dass eine Erstinfektion über eine direkte 
oral-orale oder fäkal-orale Mensch-zu-Mensch Übertragung zustande kommt (Leung et al., 
1999; Parsonnet et al., 1999). Die Infektion findet meist in der frühen Kindheit durch den 
engen Kontakt mit infizierten Personen statt und besteht ohne eine Antibiotikatherapie ein 
Leben lang (Raymond et al., 2004; Rowland et al., 1999; Rowland et al., 2006; Schwarz et 
al., 2008). Obwohl die Infektion fast immer zu einer chronischen Entzündung der 
Magenschleimhaut führt (Dooley et al., 1989; McColl, 1997), zeigen nur 10% bis 20% der 
betroffenen Personen Folgesymptome, wie die Ausprägung eines Ulcus duodeni oder Ulcus 
ventriculi. Bei etwa 1% der Infizierten kommt es zur Ausbildung von Magenkarzinomen oder 
gastrischen MALT-Lymphomen (MALT, englisch: „mucosa associated lymphoid tissue“) 
(Ernst und Gold, 2000; Kuipers, 1999; Suerbaum und Michetti, 2002; Uemura et al., 2001; 
Walsh und Peterson, 1995). Ob die Infektion mit H. pylori asymptomatisch bleibt oder ob sich 
mit H. pylori-assoziierte Folgeerkrankungen bilden, hängt im Wesentlichen von den 
Virulenzeigenschaften des H. pylori-Stammes, dem Immunstatus und der genetischen 
Prädisposition des Patienten sowie von Umweltfaktoren (z.B. Ernährung) in der Umgebung 
des Patienten ab (Blaser und Berg, 2001). Mittlerweile gibt es eine Vielzahl an diagnostischen 
Untersuchungsmethoden. Wenn eine Endoskopie durchgeführt wird, kann aus einer 
Magenbiopsie neben einem Nachweis der Erreger durch histologische Untersuchungen ein 
Urease-Schnelltest durchgeführt werden, mit dem das Vorhandensein der Urease getestet wird 
und somit H. pylori indirekt nachgewiesen werden kann. Den Gold-Standard stellt noch 
immer die Kultivierung des Erregers aus Biopsiematerial dar, die zusätzlich Voraussetzung für 
die Testung der Antibiotikaresistenz ist. Aber auch nicht-invasive Methoden wie der 
13C-Harnstoff-Atemtest und der Stuhl-Antigen-Test gewährleisten eine sichere Diagnostik 
(Granstrom et al., 2008; Vaira et al., 1999; Zagari et al., 1999).  
Obwohl es durch die Infektion mit H. pylori zu schweren Krankheitsbildern wie 
Magenkarzinom oder MALT-Lymphom kommen kann, wird eine Eradikation des Bakteriums 
in aktuellen Leitlinien nicht generell sondern nur bei bestimmten definierten Indikationen 
empfohlen. Zu den gesicherten Indikationen gehören die peptische Ulkuskrankheit und das 
maligne MALT-Lymphom (Malfertheiner et al., 2007). Dazu werden Patienten bei einer 
Ersttherapie mit drei verschiedenen Substanzen behandelt, beispielsweise mit der 
Kombination aus einem Protonenpumpen-Inhibitor mit zwei Antibiotika (Clarithromycin und 
Metronidazol oder Amoxicillin). Führt die Erstbehandlung nicht zu einer Eradikation der 
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Infektion, stehen verschiedene Zweitlinientherapie-Schemata zur Verfügung (Malfertheiner et 
al., 2007). 
 
1.2 Virulenzfaktoren von H. pylori 
Verschiedene bakterielle Komponenten bestimmen die Pathogenität und Virulenz des Erregers 
und werden unter dem allgemeinen Begriff „Virulenzfaktoren“ zusammengefasst. Diese 
Faktoren lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen: Adhäsine (Adhärenz an Zielzellen), 
Invasine (Eindringen in Zielzellen), Mechanismen zur Umgehung der Infektabwehr (z.B. 
molekulare Mimikry), Agressine (z.B. Toxine) und Moduline (Induktion einer übermäßigen 
Immunreaktion) (Finlay und Falkow, 1997; Webb und Kahler, 2008) Auch bei der Infektion 
mit H. pylori spielen verschiedene Virulenzfaktoren eine wichtige Rolle. Dabei ist zu 
beachten, dass das Vorhandensein einzelner Faktoren in H. pylori sehr stark zwischen 
unterschiedlichen Stämmen variieren kann. Im Folgenden soll auf einige der wichtigsten 
Virulenzdeterminanten von H. pylori eingegangen werden. 
Motilität 
Die Motilität von H. pylori wird durch vier bis sechs Flagellen gewährleistet (Josenhans und 
Suerbaum, 2001). Sie spielt eine entscheidende Rolle bei der Kolonisierung des Wirtes (Eaton 
et al., 1996). Dabei ist die Beweglichkeit der Bakterien zum einen während der Durchquerung 
des Lumens notwendig, zum anderen müssen nicht-adhärente Bakterien ständig dem Strom 
der Mukussekretion entgegen wirken, um nicht weggespült zu werden. Die Flagellenfilamente 
bestehen aus den zwei Untereinheiten FlaA und FlaB (Josenhans et al., 1995; Kostrzynska et 
al., 1991; Suerbaum et al., 1993) und sind von einer Membranhülle umgeben, die dem Schutz 
der Proteine vor den niedrigen pH-Werten des Magens dienen könnte (Geis et al., 1993) und 
der äußeren Membran sehr ähnlich ist. Die Steuerung der Bewegung erfolgt über vier 
Chemosensoren. Für den Sensor TlpB wurde beschrieben, dass er eine Rolle in der pH-Taxis 
spielt (Croxen et al., 2006). Kürzlich wurde eine Funktion des Sensors TlpD in der 
Energie-Taxis von H. pylori beschrieben (Schweinitzer et al., 2008). 
Urease 
Auch wenn sich H. pylori bevorzugt in der Mucus-Schicht nahe der Epithelzellen im Antrum 
des menschlichen Magens ansiedelt, in der der pH-Wert zwischen ~4,0 und 6,5 liegt 
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(Schreiber et al., 2000; Schreiber et al., 2004), muss das Bakterium während der Infektion die 
Passage durch den stark sauren Magensaft überstehen (Sachs et al., 2003). Um dieses zu 
ermöglichen, erzeugt das Bakterium Ammoniak (NH3), welches durch das Abfangen von 
Protonen den pH-Wert in der unmittelbaren Umgebung des Bakteriums erhöht. Das NH3 wird 
durch die Hydrolyse von Harnstoff mit Hilfe des Enzyms Urease katalysiert. Urease ist ein 
Nickel-haltiges Hexamer, welches sich aus den beiden Untereinheiten UreA und UreB 
zusammensetzt (Dunn et al., 1990; Hu und Mobley, 1990). Das Enzym wird in sehr großen 
Mengen vom Bakterium gebildet und liegt sowohl zytoplasmatisch als auch Membran-
assoziiert vor (Bauerfeind et al., 1997; Hawtin et al., 1990; Stingl et al., 2002a). Seine große 
Bedeutung als Virulenzfaktor wurde in Tierexperimenten gezeigt, in denen Urease-negative 
H. pylori-Mutanten nicht in der Lage waren, die Mägen der Tiere zu kolonisieren (Eaton et 
al., 1991; Eaton und Krakowka, 1994). 
Die cag-Pathogenitätsinsel und CagA 
Die cag-Pathogenitätsinsel ist ein über 30 kb großes Element im H. pylori-Genom, welches 
bis zu 32 Gene beinhaltet, die teilweise eine wichtige Rolle in der Pathogenität des 
Bakteriums spielen (Akopyants et al., 1998; Censini et al., 1996). Die Insel ist eine äußerst 
variable Region, in der die Anzahl an Genen zwischen verschiedenen Stämmen stark variieren 
kann und die während einer chronischen Kolonisierung auch ganz oder teilweise verloren 
gehen kann (Bjorkholm et al., 2001a; Kraft et al., 2006). Der vom restlichen Genom 
abweichende G+C-Gehalt und die Begrenzung mit terminalen repetitiven Sequenzen lassen 
vermuten, dass die Pathogenitätsinsel durch horizontalen Gentransfer in das Genom integriert 
wurde (Hacker et al., 1997; Tomb et al., 1997). Gene der Insel kodieren unter anderen für 
Komponenten eines Typ-IV-Sekretionssystems (T4SS) (Bourzac und Guillemin, 2005; 
Fischer et al., 2001b), welches den Transport des CagA-Proteins (englisch: „cytotoxin 
associated gene“) in das Zytoplasma von Epithelzellen des Magens vermittelt (Odenbreit et 
al., 2000). Das CagA-Protein wurde Anfang der 1990iger Jahre entdeckt (Covacci et al., 
1993; Cover et al., 1990; Crabtree et al., 1991). Es konnte gezeigt werden, dass in westlichen 
Nationen Patienten, die mit einem cagA-positiven Stamm infiziert sind, ein höheres Risiko 
haben, ein peptisches Ulkus oder ein Magenkarzinom zu entwickeln als Patienten die mit 
einem cagA-negativen Stamm infiziert sind (Blaser und Crabtree, 1996; Kuipers et al., 1995). 
Für Patienten asiatischer Länder gilt dieser Zusammenhang allerdings nicht (Go und Graham, 
1996; Hamlet et al., 1999). In den asiatischen Ländern gibt es starke regionale Differenzen in 
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der Häufigkeit der Entwicklung eines Magenkarzinoms in Patienten, die mit einem 
cagA-positiven H. pylori-Stamm infiziert sind (Nguyen et al., 2008). Diese Differenzen 
könnten auf Unterschiede der Allele des cagA-Gens zurück zu führen sein (Higashi et al., 
2002). Weiterhin konnte durch Untersuchungen in Zellkulturen und Tiermodellen eine 
Beteiligung des Proteins in der Pathogenese von H. pylori nachgewiesen werden (Covacci 
und Rappuoli, 2000; Hatakeyama, 2008; Rieder et al., 2005) und erst kürzlich wurde eine 
direkte onkogene Wirkung von CagA in transgenen Mäusen gezeigt, die das cagA-Gen 
exprimierten (Ohnishi et al., 2008). In den Epithelzellen wird CagA durch zelluläre Kinasen 
phosphoryliert (Poppe et al., 2006; Stein et al., 2002) und bindet dann an verschiedenen 
Wirtsproteine, was zu einer morphologischen Veränderung der Epithelzellen führt 
(Hatakeyama, 2004; Naumann, 2005). Die Interaktion des T4SS mit der Wirtszelle führt zu 
einer Aktivierung proinflammatorischer Signalketten und zur Ausschüttung von Cytokinen 
(Odenbreit et al., 2000). An der Induktion dieser Antwort sind sowohl das CagA-Protein 
selbst als auch der Transfer von Peptidoglykan über das T4SS verantwortlich (Viala et al., 
2004). Neben cagA zeigen auch weitere Gene der cag-Pathogenitätsinsel eine hohe 
stammspezifische Diversität. So variiert die Länge und die Aminosäure-Zusammensetzung 
des Proteins CagY aufgrund zweier repetitiver Regionen im kodierenden Gen cagY (Aras et 
al., 2003). Außerdem wurde gezeigt, dass die Oberflächen-exponierte Region des Proteins 
CagC, eine essentielle Komponente des cag-T4SS von H. pylori, stark zwischen verschieden 
Stämmen variiert (Andrzejewska et al., 2006; Rohde et al., 2003). 
Das vakuolisierende Zytotoxin VacA 
Eine wichtige Rolle in der Pathogenität von H. pylori spielt das vakuolisierende Zytotoxin 
VacA, welches von den meisten Stämmen sezerniert wird und wahrscheinlich mit für die 
Ausbildung der peptischen Ulzera und des Magenkarzinoms verantwortlich ist, auch wenn 
diese Hypothese letztlich noch nicht bewiesen werden konnte (Atherton et al., 1995; Cover 
und Blaser, 1992; Ogura et al., 2000). VacA führt unter anderem zu einer starken 
Vakuolisierung in Epithelzellen (Cover und Blanke, 2005; Leunk et al., 1988) und hemmt die 
Proliferation von T-Zellen (Gebert et al., 2003). Das Exotoxin bildet Poren in der 
Zellmembran von Epithelzellen und bewirkt so die Freisetzung von Nährstoffen, Harnstoff 
sowie Anionen und Kationen (Montecucco und De Bernard, 2003). VacA kann in das Zytosol 
der Wirtszelle eindringen und dort die Mitochondrien schädigen, so dass die Apoptose der 
Zelle eingeleitet wird (Cover et al., 2003; Galmiche et al., 2000). Das vacA-Gen weist 
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aufgrund einer Mosaikstruktur von konservierten und variablen Segmenten eine hohe 
allelische Vielfalt auf (Aviles-Jimenez et al., 2004; Carroll et al., 2004; Cover et al., 1994). 
Dabei unterscheiden sich verschiedene Alleltypen in ihrer Affinität zu zellulären Rezeptoren 
(Atherton et al., 1995) und es wurde gezeigt, dass ein bestimmter Alleltyp der vacA i-Region 
stark mit dem Auftreten von Adenokarzinomen assoziiert ist (Rhead et al., 2007). 
Lipopolysaccharide, Adhäsine und Membranproteine 
Der Molekülkomplex der Lipopolysaccharide (LPS) wirkt bei vielen Bakterien als starkes 
Endotoxin. Im Gegensatz dazu ist die Aktivierung der Immunantwort durch H. pylori-LPS 
sehr schwach (Muotiala et al., 1992). H. pylori- und H. hepaticus-LPS können sogar die 
durch E. coli-LPS hervorgerufene Immunantwort unterdrücken (Lepper et al., 2005; 
Sterzenbach et al., 2007), was als Vorteil bei der chronischen Infektion des Wirtes gesehen 
werden kann. Die O-Antigen-Seitenketten des LPS von H. pylori weisen starke Ähnlichkeiten 
mit den menschlichen Lewis-Antigenen auf. Eine solche molekulare Mimikry könnte eine 
wichtige Voraussetzung für eine langfristige Persistenz im Wirt darstellen (Appelmelk et al., 
1996; Aspinall und Monteiro, 1996; Monteiro et al., 1998). Das LPS zeigt eine hohe 
phänotypische Variabilität, die zu einer großen Vielfalt an LPS-Strukturen innerhalb einer 
Population führt, wodurch es der Immunantwort des Wirtes zusätzlich erschwert wird, 
H. pylori anzugreifen (Appelmelk et al., 1999). Ermöglicht wird diese Vielfalt u.a. durch das 
An- bzw. Abschalten dreier Gene; futA, futB und futC, mittels Leseraster-Verschiebungen 
während der Transkription der Gene (Nilsson et al., 2006; Nilsson et al., 2008; Wang et al., 
2000). 
Hop-Proteine (Hop, englisch: „Helicobacter outer membrane proteins“) stellen wichtige 
Strukturen auf der Oberfläche der äußeren Membran dar. Zu ihnen gehören verschiedene 
Porine sowie die Adhäsine BabA und SabA, welche es H. pylori ermöglichen an humane 
Epithelzellen zu adhärieren. Als Rezeptor für das Adhäsin BabA fungiert das fukosylierte 
Blutgruppen-Antigen Lewisb (Boren et al., 1993; Ilver et al., 1998). Durch intragenomische 
Rekombination zwischen dem babA-Gen und babB kann es zu einem Verlust der Adhärenz an 
Lewisb kommen oder auch ein inaktiviertes babA wieder aktiviert werden und so die 
Adhärenz an Lewisb wieder hergestellt werden (Backstrom et al., 2004; Solnick et al., 2004). 
SabA bindet an die sialysierten Lewis-Antigene Sialyl-Lewisa und Sialyl-Lewisx (Mahdavi et 
al., 2002). Diese Antigene werden verstärkt nach einer Kolonisierung der Epithelzellschicht 
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von H. pylori gebildet (Ota et al., 1998), so dass SabA vermutlich zur Persistenz der 
H. pylori-Infektion beiträgt. Das sabA-Gen wird wahrscheinlich durch Phasenvariation 
reguliert, die durch einen CT-Dinukleotid-„Repeat“ am 5´-Terminus des Gens hervorgerufen 
wird. Die Regulation von babA und sabA spielt vermutlich eine Rolle, um die 
Oberflächenproteine des Bakteriums zu modulieren und so der Abwehr des Wirtes 
auszuweichen. 
Ein weiterer entscheidender Faktor, welcher für die Virulenz von H. pylori verantwortlich ist, 
ist seine hohe Variabilität. Diese wird stark durch DNA-Reparatur- und 
Rekombinationsmechanismen bestimmt, welche im Fokus dieser Arbeit stehen und aus 
diesem Grund in Abschnitt 1.4 ausführlicher beschrieben werden. 
 
1.3 Diversität und Populationsstruktur von H. pylori 
1.3.1 Genetische und genomische Variabilität 
Durch die Untersuchungen verschiedener H. pylori-Isolate mittels „Fingerprinting“-Methoden 
wie RAPD-PCR (RAPD, englisch: „random amplification of polymorphic DNA“) oder RFLP 
(Restriktionsfragment-Längen-Polymorphismus) wurde schon sehr früh gezeigt, dass das 
Bakterium eine ungewöhnlich hohe genetische Diversität besitzt (Akopyanz et al., 1992a; 
Akopyanz et al., 1992b; Kansau et al., 1996; Langenberg et al., 1986; Majewski und 
Goodwin, 1988). Die Variabilität des Bakteriums ist deutlich höher als in allen anderen bisher 
untersuchten Bakterienarten, so dass fast jedes Isolat seinen spezifischen molekularen 
Fingerabdruck aufweist. 
Auch Vergleiche der DNA-Sequenzen von Genen des Grundstoffwechsels („Housekeeping“-
Gene) bestätigten die genetischen Unterschiede zwischen verschiedenen Isolaten. Es zeigte 
sich, dass die Diversität so hoch ist, dass nahezu jeder Patient von einem oder mehreren 
einzigartigen Stämmen kolonisiert wird (Suerbaum et al., 1998; Taylor et al., 1995), die für 
fast jedes Gen ihr eigenes stammspezifisches Allel aufweisen. Für diese hohe Variabilität des 
Bakteriums sind mehrere Faktoren verantwortlich. So weist H. pylori eine durchschnittliche 
Mutationsrate von ca. 10-6 auf, die damit deutlich über der Mutationsrate der 
Enterobacteriaceae liegt. Etwa ein Viertel der H. pylori-Stämme besitzt sogar Mutationsraten, 
welche über denen von E. coli-Mutatorstämmen mit einem defekten „Mismatch“-
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Reparatursystem (mismatch, englisch: Fehlpaarung) liegen (Bjorkholm et al., 2001b; Horst et 
al., 1999). Der Grund für die außergewöhnlich hohe Anzahl an de novo Mutationen ist 
vermutlich das Fehlen einiger DNA-Reparaturmechanismen, wie der „Mismatch“-Reparatur 
(Suerbaum, 2000). Nähere Analysen der Nukleotid-Polymorphismen in „Housekeeping“- und 
Virulenzgenen zeigten, dass es sich bei den Mutationen zumeist um synonyme Substitutionen 
handelte, die keine Änderungen in der Aminosäurezusammensetzung der Proteine 
herbeiführen (Achtman et al., 1999). 
Ein weiterer Faktor, der die Diversität von H. pylori stark beeinflusst, ist eine starke 
Durchmischung der Allele einer Population durch die natürliche Kompetenz des Bakteriums 
und eine damit verbundene hohe Frequenz an Rekombinationsereignissen (Falush et al., 
2001). Nachgewiesen wurde die Bedeutung der Rekombination in der Entstehung der 
allelischen Vielfalt von H. pylori unter anderen durch die Anwendung des Homoplasie-Tests 
(Maynard und Smith, 1998). Bei dem Test handelt es sich um ein statistisches Werkzeug, 
welches es ermöglicht die Bedeutung der Rekombination bei der Entstehung der genetischen 
Diversität abzuschätzen. Dabei werden die Sequenzen von verschiedenen Allelen eines Gens 
darauf untersucht, ob Nukleotidunterschiede unabhängig voneinander durch Mutationen 
entstanden sind oder ob sie aus Rekombinationsereignissen hervorgegangen sind. Der Test 
kann Werte zwischen 0,0 (Klonalität innerhalb der Population) und 1,0 (freie Rekombination 
innerhalb der Population) einnehmen. Die Analyse dreier Genfragmente (flaA, flaB und vacA) 
von Isolaten aus Deutschland und Kanada ergab für H. pylori einen mittleren Wert von 0,85 
und spricht dafür, dass die Diversität des Bakteriums vor allem durch Rekombination 
während einer gemischten Infektion mit mehreren Stämmen erzeugt wird (Israel et al., 2001; 
Kersulyte et al., 1999; Suerbaum et al., 1998). Durch Sequenzanalysen von zehn 
Genfragmenten sequenzieller Isolate konnte weiterhin gezeigt werden, dass die 
durchschnittliche Länge der DNA-Importe ins Genom von H. pylori 417 Bp beträgt (Falush et 
al., 2001). Dieser Wert ist ausgesprochen klein im Vergleich zu anderen Bakterien. 
Beispielsweise liegt die Länge der DNA-Importe in Streptococcus pneumoniae bei etwa 2 kb 
und in E. coli und Bacillus subtilis (B. subtilis) bei mehr als 10 kb (Fornili und Fox, 1977; 
Guild et al., 1968; McKane und Milkman, 1995). 
Durch die Sequenzierung dreier kompletter H. pylori-Genome wurde es möglich, detaillierte 
Untersuchungen der Diversität zwischen diesen H. pylori-Stämmen durchzuführen (Alm et 
al., 1999; Oh et al., 2006; Tomb et al., 1997). Vergleiche der Genome der Stämme 26695 und 
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J99 zeigten, dass sich sämtliche orthologen Genpaare der Stämme in ihrer Nukleotid-Sequenz 
unterscheiden und dass 7% der Gene stammspezifisch sind. Auch weitere Analysen 
bestätigten das Vorhandensein stammspezifischer Gene (Gressmann et al., 2005; Salama et 
al., 2000), wobei sich besonders unter den Restriktions-Modifikations-Systemen ein hoher 
Anteil an spezifischen Genen befindet (Takata et al., 2002). Darüber hinaus zeigte sich, dass 
sich im Genom viele phasenvariable Gene finden lassen, die durch Leserraster-
Verschiebungen innerhalb von Homo- und Dinukleotid-Wiederholungen an- bzw. 
ausgeschaltet werden können (Alm et al., 1999; Hallet, 2001; Salaun et al., 2004). Besonders 
Virulenzgene und Gene, die für Oberflächenproteine kodieren, unterliegen dieser 
Phasenvarianz, so dass es sich wahrscheinlich um einen Mechanismus handelt, der Abwehr 
des Wirtes durch Diversifikation zu entgehen (Appelmelk et al., 1999; Josenhans et al., 2000; 
Peck et al., 1999). Eine wichtige Rolle könnte dieser Mechanismus auch in der Kolonisierung 
spielen, um der Infektabwehr des neuen Wirtes zu entgehen (Falush et al., 2001; Kraft et al., 
2006). 
1.3.2 Populationsstruktur 
Selbst in H. pylori lassen sich trotz der hohen Anzahl an Rekombinationsereignissen noch 
klonale Strukturen erkennen, so dass sich geographisch distinkte Gruppierungen vornehmen 
lassen (Achtman et al., 1999; Falush et al., 2003). Die hohe Wirtsspezifität von H. pylori 
macht es möglich, die Untersuchung von H. pylori-Isolaten als ein Werkzeug in der 
Populationsgenetik des Menschen zu verwenden. So ließ sich anhand der Sequenz von sieben 
„Housekeeping“-Genen und einem Virulenzgen von H. pylori die Migration des Menschen 
über die Kontinente erstaunlich genau nachvollziehen (Abbildung 1). Sogar spätere 
Durchmischungen von Populationen, beispielsweise durch den Sklavenhandel, konnten durch 
die Analyse der H. pylori-Stämme gezeigt werden (Falush et al., 2003; Linz et al., 2007). 
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Abbildung 1: Migration von H. pylori im Zuge der Völkerwanderungen 
Die hohe Wirtsspezifität von H. pylori ermöglicht es, durch Vergleiche von Sequenzen verschiedener 
Isolate unterschiedlicher humaner Populationen, die Völkerwanderungen der Menschheit 
nachzuvollziehen. Die Pfeile geben die Richtung der Migration an. BP: „vor … Jahren ausgehend von 
heute“ (englisch: „years before present“; aus Falush et al., 2003) 
 
1.4 Natürliche Kompetenz, Rekombination und DNA Reparatur in H. pylori 
1.4.1 Das DNA-Aufnahmesystem ComB 
Bei der Ausbildung der genetischen Diversität von H. pylori spielt die natürliche Kompetenz 
des Bakteriums (Nedenskov-Sorensen et al., 1990), also die Fähigkeit, DNA aus seiner 
Umgebung aufzunehmen und ins Genom zu integrieren, eine wichtige Rolle. Bei den meisten 
anderen natürlich kompetenten Bakterien existieren innerhalb der DNA 
Erkennungssequenzen, anhand derer sie DNA der eigenen Art erkennen können, um die 
Aufnahme und Integration von DNA anderer Arten zu vermeiden (Sisco und Smith, 1979). Im 
Genom von H. pylori konnten solche Erkennungssequenzen nicht gefunden werden (Saunders 
et al., 1999). Untersuchungen der natürlichen Kompetenz von H. pylori ergaben, dass die 
Kompetenz durch Proteine bestimmt wird, die Homologien zu Proteinen des T4SS von 
A. tumefaciens aufweisen (Hofreuter et al., 1998; Hofreuter et al., 2001; Karnholz et al., 
2006; Smeets und Kusters, 2002). Im Gegensatz zu dem T4SS von A. tumefaciens, welches 
DNA in Form des Ti-Plasmids aus der Bakterienzelle in die Zelle der Wirtspflanze injiziert 
(Christie et al., 2005; Zupan et al., 2000), importiert das System von H. pylori freie DNA aus 
der Umgebung in die Bakterienzelle. Aufgrund der Bedeutung für die Kompetenz des 
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Bakteriums wurde das System ComB genannt und die am Aufbau des Systems beteiligten 
Gene mit comB bezeichnet (Abbildung 2). 
DNA
 
Abbildung 2: Schema des Aufbaus des ComB DNA-Aufnahmesystems von H. pylori 
In der Abbildung ist eine hypothetische Anordnung der Proteine gezeigt, die am Aufbau des ComB-
Systems beteiligt sind. Bei der Aufnahme der DNA wird vermutet, dass doppelsträngige DNA an das 
System bindet und dann durch eine Exonuklease zu einzelsträngiger DNA degradiert wird. Der 
DNA-Einzelstrang wird durch die Zellmembran in die Bakterienzelle importiert und steht dort für 
weitere Prozesse zur Verfügung. (aus Smeets und Kusters, 2002) 
Es ist für H. pylori noch nicht eindeutig gezeigt, dass die transportierte DNA als Einzelstrang 
in die Bakterienzelle gelangt, jedoch lassen Untersuchungen an Gram-positiven 
Bakterienarten wie S. pneumoniae und B. subtilis (Dubnau, 1999) sowie Beobachtungen in 
Haemophilus influenzae dies mit hoher Wahrscheinlichkeit vermuten (Chen und Dubnau, 
2004). 
1.4.2 Rekombination 
Wenn zwei homologe DNA-Moleküle in einer Zelle vorkommen, kann es zu Rekombination, 
also dem Austausch von Segmenten der beiden Moleküle, kommen. Rekombination kann 
spontan zur Durchmischung von genetischen Informationen in einer Population (homologe 
Rekombination) oder zielgerichtet zur Reparatur von Schäden im Genom auftreten. Der 
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Austausch von DNA-Segmenten ist an einige Voraussetzungen geknüpft. So müssen die 
DNA-Moleküle in räumlicher Nähe zueinander liegen, es müssen komplementäre 
Basenpaarungen stattfinden und es muss eine Verlängerung des Austausches geben. Für 
diesen komplexen Mechanismus ist eine Vielzahl von Enzymen notwendig (Tabelle 1), die 
vor allem durch Untersuchungen an E. coli aufgeklärt wurden (Kowalczykowski et al., 1994; 
Kuzminov, 1999). 
Tabelle 1: An der Rekombination beteiligte Enzyme von E. coli und ihre Funktion 
Enzym Funktion 
RecA Sucht homologe DNA-Bereiche, vermittelt den DNA-Strang-Austausch 
RecBCD (Exonuklease V)  DNA-Helikase, ATP-abhängige dsDNA- und ssDNA-Exonuklease 
RecBC DNA-Helikase 
RecE (Exonuklease VIII) dsDNA-Exonuklease, 5' - 3' spezifisch 
RecF bindet ssDNA und dsDNA sowie ATP 
RecG „Branch Migration“ der Holliday-Strukturen, DNA-Helikase 
RecJ ssDNA-Exonuklease, 5' - 3' spezifisch 
RecN unbekannte Funktion, Konsensussequenz für ATP-Bindung 
RecO Interaktion mit RecR und RecF 
RecQ DNA-Helikase 
RecR Interaktion mit RecO und RecF 
RecT DNA-Renaturierung 
RuvA bindet an Holliday-Strukturen; Interaktion mit RuvB 
RuvB  „Branch Migration“ der Holliday-Strukturen, DNA-Helikase, Interaktion mit RuvA 
RuvC Endonuklease, Auflösung der Holliday-Strukturen 
SbcB (Exonuklease I) ssDNA-Exonuklease, 3' - 5' spezifisch 
SbcCD ATP-abhängig dsDNA-Exonuklease 
SSB ssDNA-bindendes Protein 
DNA-Gyrase DNA-Gyrase, Typ-II-Topoisomerase 
DNA-Ligase DNA-Ligase 
DNA-Polymerase I DNA-Polymerase, 5' - 3'-Exonuklease, 3' - 5'-Exonuklease 
Helikase II DNA-Helikase 
Helikase IV DNA-Helikase 
(nach Kowalczykowski, 1994) 
Die zentrale Rolle bei der Initiierung der Rekombination kommt dem RecA-Protein zu (Cox, 
2003). RecA bindet als Multimer an freie einzelsträngige DNA (ssDNA) in der Zelle und 
beginnt nach homologen Bereichen im Chromosom zu suchen. Findet es einen homologen 
doppelsträngigen DNA-Abschnitt, verdrängt das Enzym einen der Stränge und ermöglicht die 
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Basenpaarung zwischen den beiden komplementären Einzelsträngen. Dadurch bildet sich eine 
Kreuzstruktur, die so genannte Holliday-Struktur (Holliday, 1964). Diese wird vom 
RuvA-Protein wahrgenommen, welches an die Struktur bindet und damit die Anlagerung von 
RuvB veranlasst. Dieser Komplex verlängert unter ATP-Verbrauch die Heteroduplex-DNA 
(englisch: „Branch Migration“). Um den Komplex aufzulösen, müssen die einzelnen DNA-
Stränge geschnitten werden. Diese Funktion übernimmt das RuvC-Protein (West, 1996). 
Dabei gibt es verschiedene Möglichkeiten, wo RuvC die DNA-Stränge aufspaltet, so dass 
unterschiedliche Muster des Heteroduplex-Moleküls möglich sind, die mit den englischen 
Begriffen „patched“ (geflickt) bzw. „spliced“ (gespleisst) bezeichnet werden 
(Kowalczykowski, 2000). Anschließend werden vorhandene Lücken durch Neusynthese von 
DNA durch die Polymerase I und Ligation der Strangenden durch die DNA-Ligase 
geschlossen (Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Modell des Ablaufs der homologen Rekombination 
Das Modell stellt die einzelnen Schritte innerhalb des Prozesses der homologen Rekombination 
anhand der Reparatur von Doppelstrangbrüchen in der DNA dar (Szostak et al., 1983). Der erste 
Schritt in diesem Reparatur-Mechanismus ist die Generierung von Einzelstrang-DNA durch Nukleasen 
und Helikasen am Doppelstrangbruch. Die durch RecA vermittelte Rekombination läuft anschließend 
wie im Text dieses Abschnitts beschrieben ab. Rot: chromosomale DNA, dunkelblau: lineares DNA-
Molekül, hellblau: neu synthetisierte DNA (aus Kowalczykowski, 2000) 
Aus den Analysen der beiden zuerst sequenzierten Genome der Stämme 26695 und J99 geht 
hervor, dass H. pylori nicht alle der in Tabelle 1 für E. coli aufgeführten Proteine besitzt (Alm 
et al., 1999; Tomb et al., 1997). Jedoch werden auch in H. pylori die Schlüsselenzyme im 
Prozess der Rekombination exprimiert (Kang und Blaser, 2006a; Kraft und Suerbaum, 2005). 
Untersuchungen an recA-Mutanten in H. pylori zeigten, dass das Protein auch hier eine 
zentrale Funktion in der Rekombination hat. So waren die Mutanten Rekombinations-negativ 
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und nicht in der Lage, Schädigungen der DNA durch Rekombination zu reparieren (Schmitt et 
al., 1995). Weiterhin hatten die Mutanten eine geringere Säuretoleranz und eine reduzierte 
Resistenz gegen ultraviolette (UV) Strahlung als Wildtyp-Bakterien (Thompson und Blaser, 
1995). Fischer und Haas fanden in ihren Experimenten heraus, dass das RecA-Protein aus 
H. pylori postranslational modifiziert wird, wobei die Modifikation keine Rolle in der 
Rekombination oder Resistenz gegen UV-Strahlung spielt, die Bakterien aber sensibler 
gegenüber Metronidazol macht (Fischer und Haas, 2004). 
Auch Homologe der Gene ruvA, ruvB und ruvC konnten in den H. pylori-Genomen gefunden 
werden, so dass die Prozessierung der Holliday-Strukturen ähnlich wie in E. coli ablaufen 
könnte (Fischer et al., 2001a). Untersuchungen der Resolvase RuvC in H. pylori zeigten, dass 
die Inaktivierung des ruvC-Gens im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Stämmen zu 
einer deutlich niedrigeren Transformationsfrequenz führte und dass die Mutante deutlich 
sensitiver gegen Mitomycin C war (Loughlin et al., 2003). Mitomycin C bewirkt 
Doppelstrangbrüche in der DNA, welche durch Rekombination repariert werden, so dass eine 
höhere Sensibilität gegenüber diesem Antibiotikum Einschränkungen in der Rekombination 
anzeigt. Außerdem waren ruvC-Mutanten nicht in der Lage, eine chronische Infektion in 
einem Mausmodell herbeizuführen (Robinson et al., 2005). Auch H. pylori ruvB-Mutanten 
wiesen einen Rekombinations-negativen und UV-sensitiven Phänotyp auf (Kang und Blaser, 
2008). 
Neben den zuvor genannten Enzymen sind noch viele andere Proteine wie Nukleasen und 
Helikasen an der Rekombination beteiligt, die das Entwinden des DNA-Doppelstranges und 
die Synthese von ssDNA katalysieren.  
In E. coli sind vier ssDNA-Exonukleasen beschrieben, die unterschiedliche Funktionen 
aufweisen. Die Exonuklease RecJ degradiert einzelsträngige DNA ausschließlich in 5´-3´-
Richtung, die Exonukleasen I und X arbeiten in die entgegen gesetzte Richtung und die 
Exonuklease VII kann ssDNA sowohl vom 5´- als auch vom 3´-Ende ausgehend abbauen 
(Dutra et al., 2007; Viswanathan und Lovett, 1998). SsDNA-Exonukleasen sind nicht nur an 
der Rekombination sondern auch an der methylgerichteten Reparatur von Basenfehlpaarungen 
beteiligt (Chase und Richardson, 1977; Cooper et al., 1993). In H. pylori sind nur Homologe 
von RecJ und Exonuklease VII zu finden. 
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Ebenfalls an der Rekombination beteiligt sind die Proteine RecG, RecN und RecR. RecG 
bewirkt in E. coli die Bildung und Migration von Holliday-Strukturen an angehaltenen 
Replikationsgabeln (Bolt und Lloyd, 2002; McGlynn und Lloyd, 2001). Für H. pylori konnte 
gezeigt werden, dass recG eine limitierende Wirkung auf die homologe Rekombination des 
Bakteriums hat und nicht an der rekombinativen Reparatur der DNA beteiligt ist (Kang et al., 
2004). Auch für das Protein RecN wurde eine Beteiligung an der Rekombination in mehreren 
Bakterienarten wie B. subtilis, E. coli und Neisseria gonorrhoeae nachgewiesen (Alonso et 
al., 1993; Picksley et al., 1984; Sanchez et al., 2006; Skaar et al., 2002). Die Inaktivierung 
des recN-Gens führte dabei immer zu einer Reduktion der Rekombinationsfrequenzen. 
Derselbe Effekt wurde auch in H. pylori-Mutanten gezeigt (Wang und Maier, 2008b), die 
zudem auch noch eine verminderte Fähigkeit aufwiesen, den Magen von Mäusen zu 
kolonisieren. Für das RecR-Protein ist nachgewiesen worden, dass es für die Beladung von 
ssDNA mit RecA verantwortlich ist, wenn diese vom Einzelstrang-DNA-bindenden Protein 
(Ssb) geschützt wird (Umezu et al., 1993; Umezu und Kolodner, 1994). 
Für andere Proteine, die in E. coli an der Rekombination beteiligt sind wie z.B. RecQ und 
RecF, konnten keine homologen Gene in den H. pylori-Genomen nachgewiesen werden 
(Kang und Blaser, 2006a). 
1.4.3 DNA-Reparatursysteme 
In der Evolution ist eine gewisse Fehlerrate in der DNA-Replikation von großer Bedeutung, 
um eine Weiterentwicklung und Anpassung zu ermöglichen. Für das einzelne Individuum aber 
ist eine starke Akkumulation an Mutationen im Genom letal und die Anzahl an Mutationen in 
der DNA muss somit gering gehalten werden. Zu diesem Zweck haben sich verschiedene 
Reparatur-Mechanismen entwickelt, die in fast allen Organismen vorhanden sind. Die 
Ursachen für Mutationen im Genom sind vielfältig. So können während der Replikation aber 
auch durch Rekombination nichtkomplementäre Basen eingebaut werden oder Basen durch 
toxische Agenzien und UV-Strahlung geschädigt werden. Im folgenden Abschnitt sollen die 
wichtigsten Mechanismen vorgestellt werden, die in der DNA-Reparatur von Bakterien 
allgemein und speziell von H. pylori eine Rolle spielen. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen in 
Bakterien 
Zur Reparatur beschädigter DNA haben sich verschieden Mechanismen entwickelt. In der Abbildung 
sind die Basen-Exzisions-Reparatur (BER), die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER), die 
rekombinative Reparatur und die in H. pylori nicht vorhandene „Mismatch“-Reparatur dargestellt. (aus 
Kang und Blaser, 2006) 
„Mismatch“-Reparatur 
Bei den meisten Organismen ist die Reparatur von Fehlpaarungen durch das „Mismatch“-
Reparatur-System (MMR, Abbildung 4) ein hoch konservierter Mechanismus (Modrich und 
Lahue, 1996). Am genauesten wurde dieses System in E. coli untersucht. Drei Proteine 
arbeiten in dem System zusammen: MutS erkennt die Basenfehlpaarung in der DNA und 
lagert sich an sie an. Dieser Komplex wird von MutL erkannt und das Protein leitet MutH an 
diese Stelle. MutH besitzt eine Endonuklease-Aktivität und setzt einen Schnitt in einem der 
DNA-Einzelstränge. Dabei nutzt es bestimmte Sequenzen im Genom mit der Basenabfolge 
GATC, die eine Methylierung des Adenins aufweisen, als Erkennungsstellen der eigenen 
DNA, schneidet aber nur an unmethylierten GATC-Stellen (Lahue et al., 1989; Schofield und 
Hsieh, 2003). Die Methylierung an GATC-Stellen wird während der Synthese eines neuen 
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DNA-Stranges durch die Dam-Methylase bewirkt. Dabei ist während der Replikation der 
„alte“ DNA-Strang methyliert, der neu synthetisierte Strang muss dagegen noch methyliert 
werden. Dieses erlaubt eine Unterscheidung des alten Stranges mit der wahrscheinlich 
korrekten Nukleotidabfolge vom neu erzeugten Strang mit dem Fehler (Messer und Noyer-
Weidner, 1988). Ausgehend von dem erzeugten Schnitt wird dann der Doppelstrang durch die 
Helikase UvrD getrennt und der geöffnete Einzelstrang von Exonukleasen degradiert. Die 
erzeugte Lücke im Einzelstrang wird anschließend durch eine Polymerase und der Ligase 
geschlossen. 
In H. pylori lassen sich keine homologen Gene zu mutH oder mutL finden, so dass ein 
„Mismatch“-Reparatur-System offenbar nicht vorhanden ist (Alm et al., 1999). Lediglich ein 
mutS-Gen existiert; allerdings wurde gezeigt, dass das MutS-Protein von H. pylori zur 
Untergruppe 2 der MutS-Homologe gehört, welche nicht an der Reparatur von 
Basenfehlpaarungen beteiligt ist (Eisen, 1998; Kang et al., 2005). Die Funktion der 
mutS2-Gruppe liegt in der Rekombination, wo MutS die homologe und homeologe 
Rekombination limitiert (Pinto et al., 2005). Die Abwesenheit dieses Systems könnte eine 
Erklärung für die hohe Mutationsrate von H. pylori sein. 
Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER, Abbildung 4) wurde durch die Untersuchung 
UV-sensitiver Bakterienmutanten entdeckt und die Gene aus diesem Grunde uvr 
(UV-Reparatur) genannt, mit den beteiligten Genen uvrA, uvrB, uvrC und uvrD (Hill, 1958; 
Howard-Flanders et al., 1962; Howard-Flanders und Theriot, 1962). Dieser Reparaturweg 
erkennt DNA-Schäden wie Pyrimidin-Dimere oder unförmige Basenmodifikationen durch 
polycyclische Kohlenwasserstoffe und entfernt diese aus dem Chromosom. Der Mechanismus 
ist in mehrere Phasen unterteilt. Zuerst bilden zwei UvrA-Untereinheiten und eine UvrB-
Untereinheit in Gegenwart von ATP einen Komplex, der an die geschädigte DNA bindet. 
Nach der Bindung wird UvrA durch UvrC ersetzt und das Phosphodiesterband acht 
Nukleotide in 5´-Richtung und fünf Nukleotide in 3´-Richtung ausgehend vom Schaden 
hydrolysiert. Die UvrD-Helikase entfernt das heraus geschnittene DNA-Stück und die Lücke 
wird von Polymerase I und der DNA-Ligase geschlossen (Van Houten, 1990). 
Auch in H. pylori sind Homologe aller vier uvr-Gene zu finden und es wurde gezeigt, dass 
mindestens uvrD zum Schutz gegen durch UV-Licht hervor gerufene DNA-Schäden 
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notwendig ist. Weiterhin konnte auch eine limitierende Wirkung des UvrD-Proteins auf die 
Rekombination festgestellt werden. Mutanten, die ein inaktiviertes uvrD-Gen trugen, hatten 
eine 66-fach erhöhte Rekombinationsfrequenz im Vergleich zum Wildtyp-Stamm, wenn sie 
mit einem PCR-Produkt eines isogenen Rif-resistenten Stammes transformiert wurden (Kang 
und Blaser, 2006b). Eine Limitierung der Rekombination durch UvrD wurde auch in E. coli 
nachgewiesen, in dessen Genom sich weniger RecA/DNA-Strukturen bildeten, wenn UvrD 
aktiv war als in der UvrD-negativen Mutante (Centore und Sandler, 2007). 
Basen-Exzisions-Reparatur 
Ein weiterer DNA-Reparaturmechanismus ist die Basen-Exzisions-Reparatur (BER, 
Abbildung 4). Im Mittelpunkt dieses Mechanismus stehen Glykosylasen, die die 
N-glykosidische Bindung zwischen der beschädigten Base und der Desoxyribose 
hydrolysieren, so dass eine Apyrimidin- oder Apurin-Stelle (AP) entsteht. Diese wird durch 
eine AP-Endonuklease erkannt, die auf der 5´-Seite der AP-Stelle das Desoxyribosephosphat-
Band schneidet. Dadurch entsteht ein freier Desoxyribosephosphat-Rest, welcher durch die 
Desoxyribosephosphat-Diesterase entfernt wird. Die so entstandene Lücke wird durch eine 
DNA-Polymerase und der DNA-Ligase geschlossen (David und Williams, 1998; Demple und 
Harrison, 1994). In H. pylori existieren vier Glykosylasen mit verschiedenen Spezifitäten, 
MagIII, MutY, Nth und Ung (Huang et al., 2006; O'Rourke et al., 2000; O'Rourke et al., 
2003). Ung erkennt Uracil in der DNA, welches durch die Deaminierung von Cytosin-Resten 
entsteht, MagIII entfernt methylierte Adenin-Reste aus der DNA und Nth schneidet 
beschädigte Pyrimidine aus der DNA (Bjelland et al., 1993; David und Williams, 1998; 
Krokan et al., 1997; O'Rourke et al., 2000; O'Rourke et al., 2003). MutY schließlich erkennt 
Fehlpaarungen zwischen Adenin und 8-Oxo-7,8-dihydroguanin (8-OxoG), welches durch die 
Oxidation von Guanin entsteht und während der Replikation zum Einbau eines Adenins 
anstelle eines Cytosins führen kann. Dadurch kommt es zu einer Transversion von C:G zu A:T 
im Genom. Im Gegensatz zu den anderen Glykosylasen, welche die geschädigte Base 
entfernen, löst MutY das falsch eingebaute Adenin aus der DNA. MutY kann außerdem auch 
A-und-G- sowie A-und-C-Fehlpaarungen reparieren (Au et al., 1989; Kim et al., 2003; Tsai-
Wu et al., 1992). Die Inaktivierung von MutY führt zu einer Erhöhung der Mutationsfrequenz 
und in E. coli zu einem starken Anstieg an C-zu-A-Transversionen im Genom (Eutsey et al., 
2007; Garibyan et al., 2003; Huang et al., 2006; Kulick et al., 2008b; Mathieu et al., 2006). In 
H. pylori existieren zwei Endonukleasen, die an der Reparatur von AP-Stellen beteiligt sein 
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könnten, nucT und xth (Huang et al., 2006; Mathieu et al., 2006). Für NucT wurde dabei eine 
Beteiligung an der Transformation und eine Membran-Assoziation festgestellt (O'Rourke et 
al., 2004), so dass diese Endonuklease in der Reparatur von AP-Stellen eher keine Rolle 
spielt. Die Inaktivierung des xth-Gens führte in H. pylori zu einem leichten Anstieg der 
Mutationsrate. Durch in vitro-Experimente mit Gesamtzellextrakten konnte aufgeklärt 
werden, dass AP-Stellen durch die Xth-Endonuklease entfernt werden (Huang et al., 2006; 
Mathieu et al., 2006; O'Rourke et al., 2003). 
Rekombinative Reparatur 
Einzel- und doppelsträngige DNA-Brüche im Genom können zum Abbruch der Replikation 
führen und sind somit letal, wenn sie nicht behoben werden. In E. coli werden solche 
Schädigungen der DNA durch rekombinative Reparatur behoben (Abbildung 4). Der 
RecBCD-Weg leitet dabei die Reparatur von Doppelstrangbrüchen ein, während der RecFOR-
Weg Einzelstrangbrüche beseitigt (Dillingham und Kowalczykowski, 2008; Kuzminov, 1999). 
Nach der Initiation der Reparatur läuft die Rekombination wie in Abschnitt 1.4.2 beschrieben 
ab. Trotz seiner hohen Rekombinationsrate fehlen H. pylori wichtige Gene dieser beiden 
Reparaturmechanismen (Kang und Blaser, 2006a; Tomb et al., 1997). So lassen sich im 
Genom des Bakteriums weder RecC- und RecD- noch RecF-kodierende Gene identifizieren. 
Allerdings wurden kürzlich Homologe zu recB und recO gefunden und ihre Beteiligung an 
der homologen Rekombination gezeigt (Amundsen et al., 2008; Marsin et al., 2008). 
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1.5 Zielsetzung 
Eine Besonderheit von Helicobacter pylori ist die hohe genetische Variabilität des 
Bakteriums. Diese resultiert aus der Kombination einer erhöhten Mutationsrate und einer 
hohen Rekombinationsfrequenz, die zu einem häufigen DNA-Austausch verschiedener 
Stämme in Patienten mit Mehrfachinfektionen führt. Die dadurch hervorgerufene Vielfalt des 
Bakteriums geht soweit, dass nahezu jedes infizierte Individuum einen oder mehrere 
einzigartige Stämme aufweist. Innerhalb einer Untersuchung von klinischen Isolaten aus 
Patienten, die mit mehreren H. pylori Stämmen infiziert waren, konnte gezeigt werden, dass 
ins Genom importierte DNA-Fragmente mit 417 Bp ausgesprochen kurz waren im Vergleich 
zu DNA-Importen in anderen Bakterien (für E. coli wurden beispielsweise Importlängen von 
>10.000 Bp ermittelt). Bisher konnte noch nicht gezeigt werden, welche Mechanismen für die 
hohe Rekombinationsrate und den gleichzeitigen Import nur kurzer DNA-Fragmente in das 
Genom des Bakteriums verantwortlich sind. 
In E. coli wurde in mehreren Untersuchungen gezeigt, dass MutY eine wichtige Rolle in der 
Reparatur durch reaktive Sauerstoffspezies hervorgerufener Mutationen spielt. Dabei erkennt 
das Enzym Fehlpaarungen zwischen dem Oxidationsprodukt von Guanin, 8-Oxo-7,8-
dihydroguanin (8-OxoG), und Adenin und entfernt den Adeninrest. Die dadurch entstehende 
apurinische Stelle wird durch weitere Prozesse repariert, so dass am Ende wieder eine 
korrekte G:C-Paarung entsteht. Außerdem wurde in E. coli gezeigt, dass die Inaktivierung des 
mutY-Gens zu einem Anstieg an Transversionen im Genom führt. Die Untersuchungen von 
mutY-Mutanten in H. pylori sollen zeigen, ob die Inaktivierung des Gens ebenfalls eine 
Auswirkung auf die Häufigkeit und Art der Mutationen im rpoB-Gen hat und ob sich der 
Wegfall der MutY-Glykosylase auf die Fitness des Bakteriums auswirkt. Rif-Resistenz wird 
durch verschiedenartige Punktmutationen an etwa zehn verschiedenen Stellen im rpoB-Gen 
hervorgerufen. Dadurch ist es möglich mit Hilfe der Sequenzierung eines 731 Bp langen 
Abschnitts des Gens, in welchem die meisten der bekannten Rifampicin (Rif)-Resistenz 
vermittelnden Mutationen lokalisiert sind, einen möglichen Effekt von MutY auf die Art der 
Mutation zu analysieren. Darüber hinaus soll die Fitness der mutY-Mutante im Vergleich zum 
Wildtyp durch die Kultivierung beider Stämme zusammen in einer Flüssigkultur und 
nachfolgender Ermittlung der Anzahl von Bakterien eines jeden Stammes bestimmt werden. 
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Neben Untersuchungen der Mutation sollte in dieser Arbeit der genetische Austausch 
zwischen verschiedenen H. pylori-Stämmen näher untersucht werden, der für die Entstehung 
der genetischen Variabilität des Bakteriums Helicobacter pylori mitverantwortlich ist. Dazu 
wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Suerbaum ein in vitro-Transformationssystem 
entwickelt, in dem der zu untersuchende H. pylori-Stamm (Rezipient) mit genomischer DNA 
eines Rif-resistenten H. pylori-Stammes (Donor) inkubiert und anschließend mittels Selektion 
auf Rif-Resistenz auf Rekombinationsereignisse untersucht wird. Rifampicin-Resistenz wird 
durch bestimmte Punktmutationen im für die DNA-abhängige RNA-Polymerase kodierenden 
Gen rpoB hervorgerufen, so dass auch spontane Resistenzen auftreten können. Durch die 
Ermittlung der Anzahl Rif-resistenter Klone ohne die Zugabe von DNA sowie nach der 
Inkubation mit Donor-DNA lassen sich sowohl Aussagen über die Mutationsfrequenz als auch 
über die Frequenz durch Rekombination hervorgerufener Rif-Resistenzen treffen. Weiterhin 
kann mit Hilfe dieses Modells die Länge der importierten DNA ermittelt werden. Dazu wird 
ein 1663 Bp langes Fragment des rpoB-Gens Rif-resistenter Klone sequenziert und 
anschließend mit den Sequenzen des Rezipienten- und Donor-Stammes verglichen. Die 
Sequenzunterschiede zwischen zwei Stämmen in dem untersuchten Bereich liegen bei ~5%, 
so dass sich relativ gleichmäßig über das Genfragment verteilt bis zu 92 Polymorphismen 
befinden, die eine genaue Bestimmung von Rekombinationsstart- und -endpunkten zulassen. 
Um genauere Schlüsse über die DNA-Reparatur, Rekombination und die Länge der 
DNA-Importe in Helicobacter pylori treffen zu können, sollen innerhalb dieser Arbeit gezielt 
Gene des DNA-Aufnahmesystems sowie Gene der DNA-Reparatur- und 
Rekombinationssysteme des Bakteriums mittels gerichteter Mutagenese inaktiviert werden. 
Die H. pylori-Wildtypstämme 26695, J99 und N6 sowie die erzeugten Mutanten-Stämme 
sollen mit Hilfe des in vitro-Transformationssystems untersucht werden. 
Ein erster Kontakt zwischen der freien DNA in der Umgebung und H. pylori wird durch das 
DNA-Aufnahmesystem ComB hergestellt. Anschließend wird die DNA mit Hilfe dieses 
Systems in die Zellen importiert. Durch die Inaktivierung des Gens comB10 soll der 
Aufnahmemechanismus des Bakteriums ausgeschaltet werden. Anschließend soll die DNA 
durch Elektroporation in die comB10-Mutante gebracht werden. Die Untersuchung der 
Sequenz Rif-resistenter Klone nach der Elektroporation soll zeigen, ob die Länge der 
integrierten DNA-Fragmente durch die Passage des ComB-Systems beeinflusst wird. 
Außerdem sollen recA-Mutanten im Transformationsmodell untersucht werden. Das Protein 
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RecA hat eine zentrale Aufgabe im Prozess der Rekombination und DNA-Reparatur. In 
Untersuchungen anderer Gruppen wurde bereits für H. pylori gezeigt, das Mutantenstämme 
ohne RecA nicht oder nur begrenzt in der Lage sind fremde DNA in ihr Genom zu integrieren. 
Weitere Gene für die aufgrund von Untersuchungen in E. coli und anderen Bakterien ein 
Effekt auf die DNA-Reparatur, Rekombination und vor allem die Länge der DNA-Importe 
postuliert werden kann und welche in dieser Arbeit näher betrachtet werden sollen, sind die 
Helikasen recB, recG, recN und recR, die Glykosylasen mutY, nth und ung, die Endonuklease 
xth sowie die Exonukleasen recJ und xseA. 
 
 




Die in dieser Arbeit verwendeten Geräte sind in Tabelle 2 aufgelistet. 
Tabelle 2: Geräteliste 
Gerät Typ, Hersteller 
Anaerobier-Töpfe Oxoid (Wesel) 
Brutschränke Scholzen® Brutschrank, Microbiology Systems AG (Wittenbach, Schweiz) 
 KB 500, Heraeus (Hanau) 
Elektroporationsgerät Gene Pulser XCell, Bio-Rad (München) 
Gelelektrophoresekammern Bio-Rad (München) 
Heizblöcke Eppendorf (Hamburg) 
Mikroskop BX40, Olympus (Hamburg) 
pH-Meter pH-Meter 761 (Jürgens) 
Reinraumwerkbänke Kojair® (Tampere, Finnland) 
Rotationsschüttler Hartenstein GmbH (Würzburg) 
Schüttelinkubator Hartenstein GmbH (Würzburg) 
Sequenzierer 3130xl-Kapillarsequenzierer, Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Spannungsgeräte Bio-Rad (München) 
Speed Vac SC110A (Savant, USA) 
Spektralphotometer GeneQuant pro, Amersham Biosciences (Freiburg). 
„Thermocycler“ T3, Biometra (Göttingen) 
 PTC-200, MJ Research (Waltham, USA) 
UV-Transilluminator Bio-Rad (München) 
Schüttler IKA® Vortex (Wilmington, USA) 
Waage Feinwaage, Sartorius AG (Göttingen) 
Zentrifugen Biofuge Pico, Heraeus (Hanau) 
 1-15 K, Sigma (Steinheim) 
  4K15, Sigma (Steinheim) 
 
2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Alle verwendeten Chemikalien waren vom höchsten käuflichen Reinheitsgrad und wurden 
soweit nicht anders vermerkt von den folgenden Firmen bezogen: AppliChem (Darmstadt), JT 
Baker (Deventer, Niederlande) Greiner bio-one (Kremsmünster, Österreich), Merck 
(Darmstadt), Roche (Mannheim) und Sarstedt (Nümbrecht). Die Chemikalien wurden 
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abhängig von der Anwendung entweder in bidestilliertem Wasser oder HPLC-gereinigtem 
Wasser (JT Baker) gelöst. 
 
2.3 Bakterienstämme 
2.3.1 Helicobacter pylori-Stämme 
In Tabelle 3 sind die in dieser Arbeit verwendeten H. pylori-Stämme aufgelistet. Dabei 
handelt es sich sowohl um H. pylori Wildtyp-Stämme als auch um im Zuge dieser Arbeit 
hergestellte H. pylori-Mutanten. 
Tabelle 3: H. pylori-Wildtyp-Stämme und H. pylori-Mutanten 
Stamm Genotyp Referenz 
26695 Wildtyp (Tomb et al., 
1997) 
Ala15 Wildtyp (Achtman et al., 
1999) 
J99 Wildtyp (Alm et al., 
1999) 
SA166A Wildtyp (Achtman et al., 
1999) 
N6 Wildtyp (Ferrero et al., 
1992) 
26695-R1 Isogene Rifr 26695-Mutante; T zu C Mutation an Position 1757 im 
rpoB-Gen 
(Kraft, 2004) 
J99-R3 Isogene Rifr J99-Mutante; A zu T Mutation an Position 1618 im rpoB-Gen (Kraft, 2004) 
N6-R1 Isogene Rifr N6-Mutante; C zu T Mutation an Position 1589 im rpoB-Gen (Kraft, 2004) 
26695comB10 HP0042 inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III, Kmr Diese Arbeit 
26695mutY HP0142 inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III, Kmr (Kulick et al., 
2008b) 
J99mutY JHP0130 inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III, Kmr Diese Arbeit 
N6mutY mutY-Homolog inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III, Kmr Diese Arbeit 
26695mutY 
comp 
Chromosomal komplementierte 26695 mutY-Mutante; zur 
Komplementierung wurde das Plasmid pADC-HpmutY verwendet, Kmr, 
Cmr 
Diese Arbeit 
26695nth HP0585 inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Cmr Diese Arbeit 
26695recB HP1553 inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Cmr Diese Arbeit 
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Stamm Genotyp Referenz 
26695recA HP0153 inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III, Kmr Diese Arbeit 
26695recG HP1523 inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Cmr Diese Arbeit 
26695recJ HP0348 inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III, Kmr Diese Arbeit 
26695recJxseA HP0348 inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III und HP0259 
inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Kmr ,Cmr. 
Diese Arbeit 
26695recN HP1393 inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Cmr Diese Arbeit 
26695recR HP0925 inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Cmr Diese Arbeit 
26695ung HP1347 inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Cmr Diese Arbeit 
26695xseA JHP0243 inaktiviert durch die Unterbrechung mit cat, Cmr Diese Arbeit 
26695xth HP1526 inaktiviert durch die Unterbrechung mit aphA3’-III, Kmr Diese Arbeit 
aphA3´-III: Aminoglykosid-Phosphotranspherase, cat: Chloramphenicol-Acetyltransferase, Cmr: 
Chloramphenicol-resistent, Kmr: Kanamycin-resistent, Rifr: Rifampicin-resistent 
2.3.2 Escherichia coli-Stämme 
Tabelle 4 listet die in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stämme auf. 
Tabelle 4: E. coli-Stämme 
Stamm Genotyp Referenz 
DH5α F-, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, 
hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
(Hanahan, 
1983) 




In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgelistet. 
Tabelle 5: Plasmide 
Plasmid Genotyp Referenz 
pBHpC8 Quelle der cat-Kassette, Cmr (Ge et al., 1995) 
pILL600 Quelle der aphA3´-III -Kassette, Kmr (Labigne-Roussel et 
al., 1988) 
pUC18 lacZ, bla, Ampr, E. coli-Vektor mit hoher Kopienzahl (Yanisch-Perron et 
al., 1985) 
pSUS2500 mutY aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr (Kulick et al., 2008b) 
pSUS2501 comB10 aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2502 recJ aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
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Plasmid Genotyp Referenz 
pSUS2503 recA aus H. pylori 26695 über BamHI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2508 aphA3´-III über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von 
pSUS2500 kloniert, Ampr, Kmr 
(Kulick et al., 2008b) 
pSUS2510 aphA3´-III über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von 
pSUS2502 kloniert, Ampr, Kmr 
Diese Arbeit 
pSUS2511 aphA3´-III über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von 
pSUS2503 kloniert, Ampr, Kmr 
Diese Arbeit 
pSUS2513 aphA3´-III über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von 
pSUS2501 kloniert, Ampr, Kmr 
Diese Arbeit 
pSUS2518 xth aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2520 aphA3´-III über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von 
pSUS2518 kloniert, Ampr, Kmr 
Diese Arbeit 
pSUS2524 xseA aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2525 cat über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von pSUS2524 
kloniert, Ampr, Cmr 
Diese Arbeit 
pSUS2526 recR aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2527 recN aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2528 recG aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2529 recB aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2530 cat über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von pSUS2526 
kloniert, Ampr, Cmr 
Diese Arbeit 
pSUS2532 cat über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von pSUS2527 
kloniert, Ampr, Cmr  
Diese Arbeit 
pSUS2534 cat über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von pSUS2528 
kloniert, Ampr, Cmr 
Diese Arbeit 
pSUS2535 cat über BamHI/BclI in Produkt der inversen PCR von pSUS2529 
kloniert, Ampr, Cmr 
Diese Arbeit 
pSUS2537 nth aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr Diese Arbeit 
pSUS2538 ung aus H. pylori 26695 über PstI in pUC18 kloniert, Ampr  Diese Arbeit 
pSUS2540 cat über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von pSUS2537 
kloniert, Ampr, Cmr 
Diese Arbeit 
pSUS2541 cat über BamHI/BglII in Produkt der inversen PCR von pSUS2538 




ureAB-Fragment in pUC18 mit H. pylori mutY und cat zwischen ureA-
Promotor und ureA-Gen, Ampr, Cmr 
(Huang et al., 2006) 
Ampr: Ampecillin-resistent, aphA3´-III: Aminoglykosid-Phosphotranspherase cat: Chloramphenicol-
Acetyltransferase, Cmr: Chloramphenicol-resistent, Kmr: Kanamycin-resistent 
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2.5 Oligonukleotid-Primer 
Die Synthese der Oligonukleotid-Primer (Primer) und der Sonde HPmutY-LVsd wurde von 
der MWG-Biotech AG (Ebersberg) durchgeführt. Die Primer wurden im lyophilisierten 
Zustand geliefert und vor Benutzung in HPLC-gereinigtem Wasser gelöst, so dass die 
Konzentration der Lösung 200 µM betrug. Die Primer wurden bei -20°C gelagert (Tabelle 6). 
Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Primer 





 (Ge et al., 1995)
HPcomB10-1s gcgctgcagGTGAATAAGTGGATTAAAGG PstI 
HPcomB10-2s gcgctgcagCGATGACTTCATTCTCTCTG PstI 





HPmutY-1 gcgctgcagTTTGGGCAAGATGATAAGCC PstI 
HPmutY-2 gcgctgcagGTGGTTGTAGTTGGAAACTTTAC PstI 
HPmutY-3 ataagatctAAGCTTTAATGATAACCAAGCC BglII 
HPmutY-4 aatagatctAAGATTGAGAAAGTCATTCGC BglII 





(Achtman et al., 
1999) 
HPmutY-LCfw CTGCTCCCCTAAACCCAAAT  Diese Arbeit 





 Diese Arbeit 
HPnth-1PstI gcgctgcagCGTGAATGTCAAAGGCACAC PstI 
HPnth-2PstI gcgctgcagAAAGTATCCACGCTCTCTCC PstI 





HP1553-1PstI gcgctgcagGAATTTGACGCTGTCTTTGC PstI 
HP1553-2PstI gcgctgcagTCTTAAGCGTCAAACTGAGC PstI 





HPrecA-1s ataggatccGGCAATAGATGAAGACAAAC BamHI 
HPrecA-2s aatggatccACTCCATTTCTTCTAAAGGC BamHI 





HP1523-1PstI recG gcgctgcagAGGCTCGTCTTTGCATGC PstI Diese Arbeit 
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Primer Zielgen Primersequenz (5’ → 3’) RS Referenz 
HP1523-2PstI gcgctgcagTTAAATTACCCAATTCTGCC PstI 
HP1523-3BglII ataagatctTTAAGGCTTCGTTATAAAGC BglII 
HP1523-4BglII ataagatctAGCGTTGTTGTTTGATAAGC BglII 
HPrecJ-1s gcgctgcagAAGAGCGCATGGCTTCTATC PstI 
HPrecJ-2s gcgctgcagACACTCATCTAATTCCACGC PstI 





HP1393-1PstI gcgctgcagATGAAGACGCTCTTGTGGTC PstI 
HP1393-2PstI gcgctgcagATATAAGGTGCGCTCAAATCTAC PstI 





HP0925-1PstI gcgctgcagTTTGTTGGCCCTCCATTTTC PstI 
HP0925-2PstI gcgctgcagAATTAGGCATTCCAAACTGC PstI 





HPung-1PstI gcgctgcagGGCATGCCTTAACGGATACC PstI 
HPung-2PstI gcgctgcagAAATGCCCATGCACGCTGTC PstI 





HPxseA-1s gcgctgcagATGCATGTATTGAGCGTGAGC PstI 
HPxseA-2s gcgctgcagCTACACCCTATCCACGCTC PstI 





HP1526-1s gcgctgcagCAACGAAGTTTAAGATGGTGG PstI 
HP1526-2s gcgctgcagGCAGCATTCAAGGGTTTTCG PstI 





Km1 CTGCTAAGGTATATAAGCTGGTGGG  
Km2 
aphA3´-
III CATACTGTTCTTCCCCGATATCCTC  
(Suerbaum et 
al., 1993) 
pcat-1 AACAGCTATGACCATGATTACG  
pcat-2 
cat-
Kassette agaggatccGATATCGCATGCCTGCAGAG BamHI 










 Diese Arbeit 
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Primer Zielgen Primersequenz (5’ → 3’) RS Referenz 
HPrpoB-IscrX CCTTTGAGTGAAGTTCCGTA  Diese Arbeit 
Die in Großbuchstaben geschriebenen Nukleotide sind komplementär zur DNA-Matrize. Nukleotide in 
Kleinbuchstaben stellen neu in das PCR-Fragment eingebrachte Nukleotide dar, die Restriktionsschnittstellen 
(RS) kodieren. FAM: Fluorescein 
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3 Methoden 
3.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterien 
3.1.1 Anzucht und Kultivierung von H. pylori 
Festmedium 
Die Anzucht aus Einfrierkulturen und Kultivierung von H. pylori erfolgte auf Blutagarplatten 
(Columbia-Agar-Basis II, Oxoid, Wesel), die mit 10% Pferdeblut (Oxoid) sowie den 
Antibiotika Vancomycin (10 mg/l), Polymyxin B (2500 U/l), Amphotericin B (4 mg/l) und 
Trimethoprim (5 mg/l) versetzt wurden. Die Platten wurden in mikroaerober Atmosphäre (5% 
O2, 10% CO2 und 85% N2) bei 37°C für 24-48 h inkubiert. Zur Selektion und Kultivierung 
von Mutanten wurde dem Blutagar je nach Resistenz der Mutante Kanamycin (20 µg/ml), 
Chloramphenicol (20µg/ml) oder beides zugefügt. Selektion und Kultivierung Rif-resistenter 
Stämme erfolgte durch das Ausplattieren auf Blutplatten, die mit 10 µg/ml Rifampicin (Rif) 
versetzt waren. 
Flüssigmedium 
Die Kultivierung von H. pylori in Flüssigmedium wurde in BHI-Medium (englisch: „brain 
heart infusion“, Oxoid) mit Hefeextrakt (2,5 g/l) durchgeführt, welches 10% hitzeinaktiviertes 
Pferdeserum (Oxoid) und die schon für Blutagar verwendeten Antibiotika beinhaltete (das 
Medium wird ab hier als BHI bezeichnet). Flüssigkulturen wurden in Anaerobier-Töpfen 
(Oxoid) bei 37°C inkubiert. Die mikroaerobe Atmosphäre in den Töpfen wurde durch Zugabe 
eines AnaerocultC®-Beutels (Merck, Darmstadt) hergestellt. Zur Durchmischung der 
Kulturen wurden diese bei 175 rpm geschüttelt. 
Überprüfung der Reinheit der Kulturen 
Die Überprüfung der H. pylori-Kulturen erfolgte sowohl mikroskopisch als auch mit Tests der 
Urease-, Katalase- und Oxidase-Aktivität. Zur Überprüfung der Urease-Aktivität wurde 
Bakterienmaterial mit einer sterilen Impföse von Blutagarplatten abgenommen und in eine 
pH-Indikatorlösung (0,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 0,6 mM 
Di-Natriumhydrogenphosphat, 0,1% Neutralrot, 0,1% Bromthymolblau, 2% Harnstoff, 0,2% 
Agar No. 1 (Oxoid)) eingerieben. Durch die Urease wird eine Erhöhung des pH-Wertes 
hervorgerufen, wodurch sich die Lösung blau färbt. Das Vorhandensein der Katalase wurde 
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durch Auftropfen einer 3%igen H2O2-Lösung auf etwas Bakterienmaterial getestet. Die 
Überprüfung der Oxidase-Aktivität erfolgte mit „Microbiology Bactident® Oxidase“ 
Teststäbchen (Merck) nach Protokoll des Herstellers. 
3.1.2 Anzucht und Kultivierung von E. coli 
Zur Anzucht von E. coli wurde LB-Agar (Lennox L Broth, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) 
verwendet. Für die Selektion rekombinanter Klone wurden je nach Resistenzmarker der 
Bakterien Ampicillin (200 µg/ml), Chloramphenicol (20 µg/ml) und/oder Kanamycin 
(20 µg/ml) verwendet. Die Platten wurden bei 37°C inkubiert. Zum Nachweis der 
Alpha-Komplementation („Blau-Weiß-Selektion“) wurden dem LB-Agar Isopropyl-β-D-
thiogalaktopyranosid (IPTG, 0,2 mM, Sigma-Aldrich, Steinheim) und 5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-ß-D-galaktosid (X-Gal, 1,6 mg/l, Sigma-Aldrich) zugegeben. E. coli-Flüssigkulturen 
wurden in LB-Medium bei 37°C und 175 rpm inkubiert. 
3.1.3 Lagerung von Bakterien 
Die Lagerung von Bakterien erfolgte bei -80°C, kurzfristig auch bei -20°C in Kryoröhrchen 
(Greiner bio-one). 
H. pylori 
Zur Einlagerung wurden die Bakterien für 48 h inkubiert und anschließend mit einem sterilen 
Wattetupfer von den Platten abgenommen. Das Bakterienmaterial einer Platte wurde in je 
0,8 ml Einfriermedium (BHI, 10% Glyzerin) mit und ohne hitzeinaktiviertes Pferdeserum 
(10%) eingerieben und anschließend bei -80°C gelagert. 
E. coli 
Die Bakterien wurden in 30 ml LB-Medium für 12-16 h bei 37°C inkubiert und anschließend 
durch Zentrifugation (3000 × g, 4°C, 15 min) sedimentiert. Der Überstand wurde 
abgenommen und die Bakterien in 3 ml LB-Medium mit Glyzerin (Einlagerung bei 80°C: 
20% Glyzerin, Einlagerung bei 20°C: 44% Glyzerin) aufgenommen. Je 1 ml der Bakterien-
Suspension wurde in Kryoröhrchen gegeben und anschließend bei -20°C bzw. -80°C 
eingefroren. 
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3.2 DNA-Arbeitstechniken 
Für alle DNA-Arbeiten wurden autoklavierte bzw. steril filtrierte (Stericup®; Millipore, 
Badford, USA, Porengröße: 0,22 μm) Lösungen und Verbrauchsmaterialien verwendet. 
3.2.1 Isolierung von DNA aus Bakterien 
Isolierung der Gesamt-DNA aus H. pylori 
Kleinere Mengen DNA wurden mit Hilfe des „QIAamp DNA Mini Kit“ (Qiagen, Hilden) 
gewonnen. Dazu wurde mit einer sterilen Impföse etwas Bakterienmaterial von einer Platte 
abgenommen und in 180 µl ATL-Puffer (Qiagen) suspendiert. Anschließend wurden zu der 
Suspension 20 µl Proteinase K (Qiagen) gegeben. Die weiteren Schritte erfolgten nach 
Protokoll des Herstellers. Die DNA wurde mit zweimal 100 µl AE-Puffer (Qiagen) eluiert und 
bei -20°C gelagert. 
Größere Mengen (>50 µg) an hochmolekularer DNA wurden mittels „Genomic-tip 
100/G“-Säulen und des „Genomic DNA Buffer Set“ (Qiagen) isoliert. Drei Blutagarplatten 
mit H. pylori wurden für 24-48 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien mit 
einem sterilen Wattetupfer abgenommen und in 5 ml physiologischer Kochsalzlösung 
eingerieben. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation (5000 × g, 4°C, 15 min) 
sedimentiert. Der Überstand wurde abgenommen und die DNA nach Protokoll des Herstellers 
isoliert. Die DNA wurde in 200-300 µl H2O aufgenommen und bei 4°C gelagert. 
Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
Zur Überprüfung von Plasmiden wurden diese aus E. coli mittels alkalischer Lyse extrahiert 
(Birnboim und Doly, 1979). Dazu wurden 5 ml LB-Selektivmedium mit einer Einzelkolonie 
beimpft und für 12-16 h inkubiert (37°C, 175 rpm). Von der Kultur wurden 1,5 ml 
abgenommen, die Bakterien durch Zentrifugation (3000 × g, 4°C, 10 min) sedimentiert und 
die Plasmid-DNA wie von Sambrook und Russell beschrieben isoliert (Sambrook und 
Russell, 2004). Anschließend wurde die Plasmid-DNA in 30 µl Tris-HCl (10 mM) mit 
RNase A (10 µg/ml, Qiagen) aufgenommen. Bis zur weiteren Verwendung wurde die 
Plasmid-Lösung bei -20°C gelagert. 
Ebenfalls wurde das „QIAprep® Kit“ (Qiagen) zur Isolierung von Plasmid-DNA genutzt. 
Dazu wurden 2 ml der Bakterienkultur abgenommen und zentrifugiert (3000 × g, 4°C, 
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10 min). Der Überstand wurde verworfen und das Sediment mit den Bakterien zur Isolierung 
des Plasmids nach Protokoll des Herstellers verwendet. Die Plasmid-DNA wurde mit 50 µl 
EB-Puffer (Qiagen) eluiert. 
Zur Isolierung größerer Mengen an Plasmid-DNA wurden 30 ml LB-Selektivmedium mit 
einer Einzelkolonie beimpft und für 12-16 h inkubiert (37°C, 175 rpm). Anschließend wurden 
die Bakterien sedimentiert (3000 × g, 4°C, 10 min). Der Überstand wurde verworfen und das 
Sediment über Tip-100-Säulen (Qiagen) und die vom Hersteller empfohlenen Puffer nach 
Protokoll aufgereinigt. Die Plasmid-DNA wurde in 300 µl EB-Puffer aufgenommen. Die 
Lagerung erfolgte bei -20°C. 
3.2.2 Quantifizierung und Qualitätskontrolle von DNA 
Die Konzentration der DNA wurde photometrisch durch Messung der Absorption bei 260 nm 
(A260) und Berechnung nach folgender Formel bestimmt: 
Formel 1 
c [µg/ml] = 50 × A260 × Verdünnungsfaktor. 
Die Reinheit der DNA wurde ebenfalls photometrisch durch Berechnung des Verhältnisses der 
Absorptionswerte A260 zu A280 überprüft. Dabei sollte eine reine DNA-Lösung einen 
Quotienten zwischen 1,7 und 1,9 besitzen. Die Qualität der DNA wurde durch eine Agarose-
Gelelektrophorese kontrolliert (siehe Abschnitt 3.2.6). 
3.2.3 Standard-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Als Matrize für die Standard-PCR wurde entweder genomische DNA oder Plasmid-DNA 
(10-100 ng pro Reaktion) verwendet. Die PCR wurden in einem finalen Volumen von 50 µl 
durchgeführt. Zur Amplifikation wurden die in Tabelle 7 aufgeführten Reagenzien eingesetzt. 
Die PCR wurden in 0,2 ml Reaktionsgefäßen durchgeführt. Für die Elongation des Fragments 
wurden 60 Sekunden pro 1000 Bp Länge veranschlagt. Zur Vervielfältigung der DNA wurde 
das in Tabelle 8 dargestellte Temperaturprofil verwendet. 
Das Produkt wurde anschließend in einer Agarose-Gelelektrophorese auf die richtige Größe 
überprüft (siehe Abschnitt 3.2.6) und bei -20°C gelagert. 
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Tabelle 7: Standardreaktionsansatz einer PCR 
Reagenz Pro Reaktion [µl] Hersteller 
10× Reaction Buffer 5,0 Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
MgCl2 (25 mM) 3,0 Amersham Pharmacia Biotech 
dNTP (200 µM) 8,0 Amersham Pharmacia Biotech 
Primer 1 (20µM) 0,5 MWG Biotech AG 
Primer 2 (20µM) 0,5 MWG Biotech AG 
Taq-Polymerase (1u/ml) 0,2 Amersham Pharmacia Biotech 
Matrizen-DNA 5,0  
Wasser ad 50 µl 27,8 JT Baker 
 
Tabelle 8: Temperaturprofil einer Standard-PCR 
Aktion Temperatur [°C] Zeit 
Initiale Denaturierung  94 5 Minuten 
Vermehrungszyklen (30) 
Denaturierung 94 60 Sekunden 
Anlagerung der Primer  TA der spezifischen Primer 60 Sekunden 
Elongation durch Taq-Polymerase 72 produktspezifisch 
 
3.2.4 PCR-Synthese fehlerarmer Produkte 
Die Taq-Polymerase hat eine Fehlerrate von etwa 10-6. Um PCR-Produkte mit einer 
geringeren Fehlerhäufigkeit zu bekommen, wurde das „Expand High Fidelity PCR System“ 
(Roche, Mannheim) verwendet. Dieses PCR-System beinhaltet neben der Taq-Polymerase 
zusätzlich noch die Tgo-Polymerase, welche eine 3´-5´-Exonuklease-Aktivität besitzt, die die 
Fehlerrate senkt. Die PCR wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Die 
Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 
3.2.6). Zur Lagerung wurden die PCR-Produkte bei -20°C eingefroren. 
3.2.5 Spezifische PCR zum Auffinden bestimmter Spontanmutationen im rpoB-Gen 
Eine PCR erlangt ihre Spezifität über die Sequenz der eingesetzten Primer. Durch ein 
besonderes Design eines Primers ist es sogar möglich bestimmte Allele eines Gens durch den 
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Nachweis von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, englisch: „single nucleotide 




Abbildung 5: Schematische Darstellung eines allelspezifischen Primers 
Die Spezifität eines Primers für einen bestimmten SNP wird dadurch erreicht, dass vom 3´-Ende des 
Primers ausgesehnen das fünfte Nukleotid nicht an den Strang bindet (X) und das zweite Nukleotid auf 
den SNP liegt. Der Primer bindet an die Matrize, wenn das Nukleotid komplementär zum SNP ist (A). 
Dadurch kann sich die Polymerase (pol) anlagern und die PCR ablaufen. Ist das zweite Nukleotid 
nicht komplementär, kann kein PCR-Produkt gebildet werden (B). (modifiziert nach Furuta et al. 
2007) 
Eine solche hoch spezifische PCR wurde in dieser Arbeit verwendet, um 26695mutY-Klone 
nach Durchführung eines Transfomationsexperiments (siehe Abschnitt 3.5) mit J99-R3 
Donor-DNA auf DNA-Importe zu durchsuchen. Dieses war notwendig, da die hohe 
Mutationsfrequenz der Mutante es schwierig machte, Klone mit DNA-Import im hohen 
Hintergrund an Klonen mit einer Rif-Resistenz vermittelnden Spontanmutation zu finden. Für 
die PCR wurden die Primer HPrpoB-IscrX und HPrpoB-4 benutzt. HPrpoB-IscrX ist dabei 
spezifisch für die Rif-Resistenz vermittelnde Punktmutation des H. pylori-Stammes J99-R3, 
also einen Thymin an Position 1618 im rpoB-Gen. Die PCR wurde bei einer Anlagerungs-
Temperatur von 50°C durchgeführt und mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 
PCR-positive Klone wurden anschließend wie in Abschnitt 3.7 beschrieben sequenziert. 
3.2.6 Analyse und Aufreinigung von Nukleinsäuren 
Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarosekonzentration der in dieser Arbeit angefertigten Gele für die Auftrennung von 
DNA-Fragmenten lag zwischen 0,7% und 2%. Die Agarose (SeaKem®LE Agarose, Cambrex 
Bio Sciences, Verviers, Belgien) wurde durch Aufkochen in 1 × Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
(TAE-Puffer; pH = 8) gelöst und nach Abkühlen auf 50-60°C in einen Gel-Träger gegossen. 
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5 µl der DNA-Proben (bzw. 1,5 µl bei genomischer DNA) wurden mit 1 µl Ladepuffer 
(0,075% (v/v) Bromphenolblau, 0,06 M EDTA, 59% (v/v) Glyzerin, 0,1% (v/v) SDS, pH = 8) 
gemischt und in die Kavitäten des Gels gefüllt. Als Längenmarker wurde der „1 kb Plus DNA 
Ladder“ (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die DNA wurde bei einer Spannung von 
70-130 V für 50-90 Minuten aufgetrennt. Um die DNA in dem Agarosegel sichtbar zu 
machen, wurden die Gele für 20 Minuten in einer Ethidiumbromid-Lösung (0,5 mg/l, Roth, 
Karlsruhe) sowie für 10 Minuten in einem Wasserbad inkubiert. Während der Inkubation 
interkalliert das Ethidiumbromid mit dsDNA, so dass sie anschließend in einem 
UV-Transilluminator unter Bestrahlung mit Licht einer Wellenlänge von 300 nm sichtbar 
gemacht und fotografiert werden konnte. 
Ebenfalls wurde die Agarose-Gelelektrophorese zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten 
verwendet. Dazu wurde die Probe wie zuvor beschrieben aufgetrennt, in einer 
Ethidiumbromid-Lösung inkubiert und anschließend das gewünschte DNA-Fragment unter 
UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem 
„QIAquick® DNA Purification Kit“ (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt und 
mit 30 µl H2O eluiert. 
Säulenaufreinigung von Nukleinsäuren 
Bevor PCR-Produkte und Restriktionsansätze weiter verwendet werden konnten (z.B. für 
Sequenzierungen oder Klonierungen), mussten diese von Nukleotiden, Salzen und Enzymen 
befreit werden. Dazu wurden sie mit Hilfe des „QIAquick® Purification Kit“ nach Protokoll 
des Herstellers aufgearbeitet und mit 30-50 µl H2O eluiert. 
3.2.7 Sequenzierung von DNA 
Zur Sequenzierung von DNA wurde die Didesoxy- oder Kettenabbruch-Methode nach Sanger 
verwendet (Sanger et al., 1977). 
In dieser Arbeit wurde für die Kettenabbruchreaktion das „BigDye® Terminator Cycle 
Sequencing Kit v1.1“ (SeqMix, Applied Biosystems, Foster City, USA), nach dem in Tabelle 
9 dargestellten Schema, verwendet. Die Reaktion erfolgte in 0,2 ml Reaktionsgefäßen mit 
dem in Tabelle 10 angegebenen Temperaturprofil. 
Die Reaktionsansätze wurden anschließend mit „Centri-Sep Spin Columns“ (Applied 
Biosystems) nach den Angaben des Herstellers oder über „Sephadex™ G-50 Fine DNA 
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Grade“ (Amersham Bioscience Biotech, Freiburg) aufgereinigt. Das Sephadex wurde dazu 
mit einem „Multi Screen Column Loader“ (für 45 µl Kavitäten, Millipore, Badford, USA) in 
„Multi Screen HV 96 Well“ Filtrationsplatten (Porengröße 0,45 µm, Millipore) gefüllt und mit 
300 µl H2O (JT Baker) pro Kavität überschichtet. Die Platten wurden über Nacht (ÜN) bei 
4°C inkubiert und anschließend nach Angaben des Herstellers gewaschen. Die Proben wurden 
mit H2O verdünnt (1:2) und je 10 µl pro Kavität aufgetragen. Durch Zentrifugation wurden 
die Proben eluiert (900 × g, RT, 3 min) und anschließend mit H2O verdünnt (1:6). 30 µl der 
Proben wurden dann im „ABI 3130xl Genetic Analyzer“ (Applied Biosystems) aufgetrennt 
und analysiert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Programm „BioNumerics V4.5“ 
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien) ausgewertet. 
Tabelle 9: Standardreaktionsansatz einer Sequenzierreaktion 
Reagenz Pro Reaktion Hersteller 
5 × Reaction Buffer 2,5 µl Applied Biosystems 
SeqMix 1 µl Applied Biosystems 
Primer (20µM) 0,5 µl MWG Biotech AG 
DNA-Matrize 50-200 ng  
Wasser  ad 10 µl JT Baker 
 
Tabelle 10: Temperaturprofil der Kettenabbruchreaktion 
Aktion Temperatur [°C] Zeit 
Initiale Denaturierung  96 1 Minuten 
Vermehrungszyklen (25) 
Denaturierung 96 10 Sekunden 
Anlagerung der Primer  51 5 Sekunden 
Elongation durch die Polymerase 60 4 Minuten 
 
3.3 RNA-Arbeitstechniken 
Um eine enzymatische Hydrolyse der RNA durch RNasen zu vermeiden, wurden, soweit 
nicht anders angegeben, alle Arbeiten auf Eis durchgeführt. Zudem wurden RNase-freie 
Filterspitzen und Reaktionsgefäße genutzt. Für die Herstellung von Puffern wurde HPLC-
gereinigtes Wasser verwendet, welches zuvor mit Diethylpyrocarbonat (DEPC, 0,1%, v/v) 
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behandelt (37°C, ÜN) und autoklaviert wurde. Alle Lösungen und Gebrauchsmaterialien, die 
nicht schon RNase-frei waren, wurden vor Gebrauch zweimal autoklaviert. 
3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus H. pylori 
Für die Isolierung von RNA aus H. pylori wurden 24 h alte Bakterien von Blutagarplatten 
abgenommen, in BHI eingerieben und die Suspension genutzt, um eine 10 ml-Vorkultur mit 
einer Bakteriendichte von 2,1×107 Bakterien/ml anzuimpfen. Die Bakterienzahl wurde 
photometrisch über die Messung der optischen Bakteriendichte bei 600 nm (OD600) berechnet. 
Dabei hat eine Suspension der H. pylori-Stämme 26695, J99 und N6 bei einer optischen 
Dichte vom OD600 = 1 etwa 3×108 Bakterien/ml (Kulick et al., 2008b). Die Vorkultur wurde 
für ca. 20 h inkubiert (37°C, 175 rpm) und anschließend genutzt um die eigentlichen Kulturen 
(10 ml) mit einer Bakterienzahl von ca. 1,5×107 Bakterien/ml zu beimpfen. Die Kulturen 
wurden für etwa 14-16 h inkubiert, bis etwa eine OD600 = 1 erreicht war. Je 2 ml der Kulturen 
wurden in entsprechende Reaktionsgefäße gefüllt, die Bakterien durch Zentrifugation 
sedimentiert (13000 × g, 4°C, 1 min) und der Überstand verworfen. Die Reaktionsgefäße mit 
dem Bakteriensediment wurden sofort in flüssigen Stickstoff gegeben und anschließend bis 
zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. 
Um die Bakterien aufzuschließen, wurden die Bakteriensedimente in 850 µl RLT-Puffer 
(Qiagen), der mit β-Mercaptoethanol (10 µl/ml) versetzt war, aufgenommen und nach 
Durchmischung in „Lysing Matrix B“-Röhrchen (Qbiogene, Carlsbad, USA) überführt. Der 
Aufschluss erfolgte im „Bead-Beater FP120“ (Savant, New York, USA) für 45 Sekunden bei 
einer Stärke von 6,5. Danach wurde die Suspension zentrifugiert, um die Glaskugeln der 
„Lysing Matrix B“ zu sedimentieren (13000 × g, 4°C, 2 min). Der RNA-haltige Überstand 
wurde in ein neues Gefäß überführt und mit 500 µl 96%igen Ethanol gemischt. Die weitere 
Isolierung erfolgte mit Hilfe des „RNeasy Kit“ (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers. Die 
RNA wurde mit zweimal 44 µl H2O (RNase-frei, Qiagen) eluiert. Die noch in der Lösung 
vorhandene DNA wurde durch einstündige Inkubation mit DNAse I (20 U, Roche) und dem 
entsprechenden Reaktionspuffer (Roche) verdaut. Die erfolgreiche Entfernung der DNA 
wurde mittels einer PCR mit den Primern HPrpoB-3 und HPrpoB-4 sowie 1 µl der 
RNA-Lösung kontrolliert. Bei negativer PCR wurde die RNA ein weiteres Mal mit dem 
„RNeasy Kit“ nach Hersteller-Protokoll aufgereinigt und mit zweimal 30 µl H2O eluiert. Die 
Konzentration der RNA wurde photometrisch durch Messung der Absorption bei 260 nm 
ermittelt und nach folgender Formel berechnet: 
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Formel 2 
c [µg/ml] = 40 × A260 × Verdünnungsfaktor. 
Bei reiner RNA sollte das Verhältnis der Absorptionswerte A260 zu A280 zwischen 1,9 und 2,1 
liegen. Zudem wurde die Qualität der RNA durch Gelelektrophorese in einem 
MOPS-Agarosegel (0,8% Agarose, 20mM Morpholinopropansulfonsäure, 10mM Na-Acetat, 
1mM EDTA, pH = 7) überprüft. Die RNA-Lösung wurde bei -80°C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert. 
3.3.2 Reverse Transkription von RNA 
Zur weiteren Analyse der RNA wurde diese zuvor genutzt um cDNA zu erzeugen. Dazu 
wurden 2 µg RNA mit zufällig bindenden „Random Hexamer Primern“ (Invitrogen) gemischt 
und anschließend durch die „Superscript III Reverse Transcriptase“ (Invitrogen) in cDNA 
umgeschrieben (Tabelle 11). Der Reaktionsansatz wurde mit 30 µl H2O (Qiagen) aufgefüllt 
und bei -20°C gelagert. 
Tabelle 11: Durchführung der reversen Transkription 
Reagenz Pro Reaktion Hersteller 
Gesamt-RNA 2 µg  
Random Primer (110ng/µl) 3 µl Invitrogen 
H2O, RNase-frei 11 µl Qiagen 
Inkubation: 10 min, 65°C 
Inkubation: 10 min, RT 
5x RT-Puffer 4 µl Invitrogen 
DTT (0,1M) 2 µl Invitrogen 
dNTP (10mM) 1 µl Amersham Pharmacia Biotech 
RnaseOut 1 µl Invitrogen 
Superscript III™ (200U) 1 µl Invitrogen 
Inkubation: 2 h, 42°C 
Inkubation: 15 min, 70°C 
 
3.3.3 Semiquantitative Amplifikation von cDNA 
Die semiquantitative Amplifikation von cDNA wurde genutzt, um Unterschiede in der 
Expression des mutY-Gens zu untersuchen. Dazu wurde eine PCR mit einem Endvolumen 
von 25 µl durchgeführt (Tabelle 12). Die PCR wurde mit den Primern HPmutY1979 und 
3 Methoden -43- 
 
HPmutY1980 bei einer Anlagerungstemperatur von 55°C über 25 Zyklen amplifiziert. Die 
Länge des erwarteten Produktes betrug 704 Bp. Die Produkte der semiquantitativen PCR 
wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 
Zur Kontrolle der Einheitlichkeit der eingesetzten cDNA-Konzentrationen wurde ein 
Fragment der 16S rRNA mit den Primern C05 und C97 amplifiziert (TA = 55°C, 25 Zyklen). 
Tabelle 12: Reaktionsansatz einer semiquantitativen PCR 
Reagenz Pro Reaktion [µl] Hersteller 
10× Reaction Buffer 2,5 Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
MgCl2 (25 mM) 1,5 Amersham Pharmacia Biotech 
dNTP (200 µM) 4,0 Amersham Pharmacia Biotech 
Primer 1 (20µM) 0,25 MWG Biotech AG 
Primer 2 (20µM) 0,25 MWG Biotech AG 
Taq-Polymerase (1u/ml) 0,1 Amersham Pharmacia Biotech 
Matrizen-DNA 2,5  
Wasser ad 25 µl 13,9 JT Baker 
 
3.3.4 Quantitative Amplifikation von cDNA mittels „Real-Time“-PCR 
Da mit der semiquantitativen PCR nur eine ungefähre Abschätzung der Genexpression 
möglich war, wurde für die genaue Quantifizierung der Expression des mutY-Gens eine 
„Real-Time“-PCR entwickelt. Dazu wurden die Primer HPmutY-LCfw und HPmutY-LCrv 
sowie die Fam-markierte Sonde HPmutY-LCsd konstruiert (Livak et al., 1995), die ein 134 
Bp großes Fragment des mutY-Gens umschließen. Die „Real-Time“-PCR wurde im „Light 
Cycler V1.5“ (Roche) amplifiziert. Als Quantifizierungsstandard wurden vier Verdünnungen 
des Plasmids pADC-HpmutY verwendet. Der Reaktionsansatz und das Temperaturprofil sind 
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Tabelle 13: Reaktionsansatz der mutY „Real-Time“-PCR 
Reagenz Pro Reaktion [µl] Hersteller 
10 x ThermoStartBuffer 2,00 ABgene, Hamburg 
MgSO4 (50 mM) 1,80 ABgene 
dNTP´s (5 mM) 1,00 Amersham Pharmacia Biotech 
BSA (20 mg/ml) 0,70 Roche 
HPmutY-LCfw (10 mM) 0,75 MWG 
HPmutY-LCsd (10 mM) 1,00 MWG 
HPmutY-LC (10 mM) 2,00 MWG 
ThermoStartPol (5 U/ml) 0,20 ABgene 
Taq-Polymerase (5 U/ml) 0,10 Amersham Pharmacia Biotech 
cDNA 5,00  
Wasser ad 20 µl 5,35 Qiagen 
 
Tabelle 14: Temperaturprofil der quantitativen „Real-Time“-PCR 
Aktion Temperatur [°C] Zeit 
Initiale Denaturierung  94 5 Minuten 
Vermehrungszyklen (45) 
Denaturierung 94 1 Sekunde 
Anlagerung der Primer  55 15 Sekunden 
Elongation durch die Polymerase 72 15 Sekunden 
 
Abkühlung der Proben 40 30 Sekunden 
 
3.4 Inaktivierung von Genen in H. pylori 
Zur Inaktivierung von Genen in H. pylori macht man sich die natürliche Kompetenz des 
Bakteriums zu nutze. Dabei transformiert man H. pylori mit einem Plasmid, welches in E. coli 
konstruiert wurde und das durch eine Resistenzkassette inaktivierte Gen beinhaltet. Das 
Plasmid kann von H. pylori nicht vervielfältigt werden, so dass nach selektiver Anzucht nur 
Klone überleben können, die das unterbrochene Gen in ihr Genom integriert haben. Die 
einzelnen Schritte dieser Methode sind in den folgenden Abschnitten genauer beschrieben. 
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3.4.1 Klonierung eines H. pylori-Gens 
Für die Klonierung des gewünschten H. pylori-Gens wurde dieses zuerst durch eine PCR mit 
spezifischen Primern amplifiziert. Durch die Primer wurde eine Restriktionsschnittstelle 
(BamHI oder PstI) in das PCR-Produkt eingebracht, über die das Fragment in die „Multiple 
Cloning Site“ des E. coli-Vektors pUC18 (Yanisch-Perron et al., 1985) ligiert werden konnte. 
Das PCR-Produkt wurde wie in Abschnitt 3.2.6 beschrieben aufgereinigt und anschließend 
wie auch der Vektor mit dem passenden Restriktionsenzym verdaut. Dazu wurde der 
Restriktionsansatz (Tabelle 15) für 2-3 h mit der für das Enzym optimalen Temperatur 
inkubiert (siehe Herstellerangaben). Im nächsten Schritt wurde der linearisierte Vektor 
dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu vermeiden. Der Ansatz (Tabelle 16) 
wurde für 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschließend auf 85°C erhitzt um die „calf 
intestine alkaline phosphatase“ (CIAP, Amersham Pharmacia Biotech) zu inaktivieren. 
Für die Ligation des präparierten PCR-Produktes in den linearisierten Vektor wurde das 
„Quick Ligation Kit“ (New England Biolabs, Beverly, USA) verwendet. Die Ligation wurde 
nach Protokoll des Herstellers durchgeführt und das Ligationsprodukt sofort in kompetente 
E. coli transformiert. 
Tabelle 15: Standard-Restriktionsansatz 
Reagenz Pro Reaktion [µl] Hersteller 
Puffer des Enzyms 4,0 New England Biolabs 
Enzym 1,4 New England Biolabs 
DNA 10,0  
Wasser ad 40 µl 24,6 JT Baker 
 
Tabelle 16: Reaktionsansatz zur Dephosphorilierung von DNA-Enden 
Reagenz Pro Reaktion [µl] Hersteller 
10 × OPA 40 Amersham Pharmacia Biotech 
CIAP 1:20 verdünnt in 1× OPA 1,0 Amersham Pharmacia Biotech 
Restriktionsansatz 2,0  
Wasser ad 50 µl 7,0 JT Baker 
OPA, englisch: „One-Phor-All-Buffer“ 
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3.4.2 Transformation kompetent gemachter E. coli-Zellen 
Kompetente E. coli-Zellen wurden mit der Methode nach Hanahan hergestellt (Hanahan, 
1983). Dazu wurden 5 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie der E. coli-Stämme DH5α 
oder MC1061 beimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Von dieser Kultur wurde ein 
Milliliter abgenommen, um eine 100 ml Kultur anzuimpfen. Diese wurde bis zu einer 
OD600 = 0,5 inkubiert und dann in zwei 50 ml Zentrifugengefäße aufgeteilt. Nach 
15-minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen in einer Zentrifuge sedimentiert (3500 × g, 
4°C, 10 min). Der Überstand wurde verworfen, das Sediment in 10 ml TFB I-Lösung 
(100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2x4H2O, 30 mM K-Acetat, 10 mM CaCl2, 15% (v/v)Glyzerin, 
pH = 5,8, mit Essigsäure einstellen) resuspendiert und für 30 Minuten auf Eis gestellt. Nach 
erneuter Sedimentation der Bakterien wurden diese in 1,5 ml TFB II-Lösung (10 mM MOPS, 
10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 15% (v/v) Glyzerin, pH = 7) aufgenommen und erneut für 
30 Minuten auf Eis inkubiert. Diese Suspension wurde in 150 µl Portionen aufgeteilt und bei 
-80°C gelagert. 
Zu den auf Eis aufgetauten, kompetenten Zellen wurden 5 µl eines Ligationsansatzes (siehe 
Abschnitt 3.4.1) gegeben, vorsichtig gemischt und die Suspension für eine Stunde auf Eis 
gestellt. Anschließend wurden die Zellen für eine Minute bei 42°C inkubiert, für fünf Minuten 
auf Eis gestellt, mit 500 µl SOC-Medium (20 g Bacto Trypton, 5 g Bacto Hefeextrakt, 0,5 g 
NaCl, 0,186 g KCl, 2,4 g MgSO4 (wasserfrei), 1 M Glukose, H2O ad 1 l) überschichtet und 
bei 37°C mit 700 rpm für eine Stunde geschüttelt. Jeweils 150 µl und 500 µl der 
Bakteriensuspensionen wurden auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden selektiven 
Zusätzen (siehe Abschnitt 3.1.2) ausplattiert und über Nacht bebrütet (37°C). 
Selektions-positive Kolonien wurden zum animpfen von 5 ml Flüssigkulturen genommen und 
die Plasmide, wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, isoliert. Die Richtigkeit der Plasmide wurde 
über Restriktionsanalysen und PCR kontrolliert. 
Von Klonen, die das gesuchte Plasmid enthielten, wurden Einfrierkulturen (siehe Abschnitt 
3.1.3) sowie Plasmid-Isolierungen im großen Maßstab (siehe Abschnitt 3.2.1) gemacht. 
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3.4.3 Inverse PCR zur Einbringung von Restriktionsschnittstellen 
Bevor das H. pylori-Gen durch das Einfügen einer Resistenzkassette unterbrochen werden 
konnte, mussten Restriktionsschnittstellen eingefügt werden, die die Klonierung der Kassette 
in die gewünschte Position ermöglichten. Dazu wurde eine inverse PCR des das Gen 
enthaltenen Plasmids gemacht. Dabei binden die entsprechenden Primer beide innerhalb des 
H. pylori-Gens nahe bei einander, so dass die beiden 5´-Enden der Primer zueinander stehen. 
Die Elongation durch die Polymerase läuft dadurch aus dem H. pylori-Gen, über den Vektor 
und wieder ins H. pylori-Gen hinein, so dass an beiden Enden des PCR-Produktes Fragmente 
des Gens mit flankierenden Restriktionsschnittstellen entstehen. Die inverse PCR wurde mit 
dem „Expand High Fidelity PCR System“ (siehe Abschnitt 3.2.4) durchgeführt. Für die 
weiteren Klonierungsschritte wurden Schnittstellen für die Restriktionsendonukleasen BglII 
oder BclI eingebracht. 
3.4.4 Unterbrechung des Gens durch eine Antibiotika-Resistenzkassette 
Für die Unterbrechung von Genen wurden zwei verschieden Antibiotika-Resistenzkassetten 
verwendet. Zum einen die cat-Kassette, welche Resistenz gegen Chloramphenicol vermittelt, 
zum anderen die aphA3´-III-Kassette welche die Bakterien Kanamycin-resistent macht.  
Die Isolierung von aphA3´-III erfolgte aus dem Plasmid pILL600 (Labigne-Roussel et al., 
1988). Die Kassette wird in pILL600 auf beiden Seiten von mehreren 
Restriktionsschnittstellen flankiert (z.B. BamHI). Die Klonierung der Kassette in die inversen 
PCR-Produkte erfolgte in dieser Arbeit ausschließlich über eine BamHI/BglII- bzw. 
BamHI/BclI-Ligation. Dazu wurde das Plasmid mit BamHI verdaut und die ca. 1400 Bp 
große Kassette aus einem Agarosegel extrahiert. Das so erhaltene Fragment konnte direkt für 
weitere Schritte eingesetzt werden. 
Die cat-Kassette wurde mit Hilfe des „Expand High Fidelity PCR System“ sowie den Primern 
pcat-1 und pcat-2 amplifiziert, wobei durch den Primer pcat-2 eine neue BamHI-Schnittstelle 
eingebracht wurde. Das PCR-Produkt wurde über ein Agarosegel aufgereinigt und 
anschließend mit BamHI verdaut. Dabei wurde eine natürliche BamHI-Schnittstelle sowie die 
neu eingebrachte Schnittstelle genutzt. Nach der Restriktion wurde der Ansatz über 
„QIAquick“-Säulen gereinigt und mit 30 µl EB-Puffer eluiert. 
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Das Produkt der inversen PCR wurde ebenfalls mit dem entsprechenden Enzym verdaut 
(BglII oder BclI) und über „QIAquick“-Säulen gereinigt. Da BamHI, BglII und BclI 
ssDNA-Überhänge mit der gleichen Sequenz (5´-GATC-3´) produzieren, konnte nun eine der 
Resistenzkassetten mit dem Produkt der inversen PCR ligiert werden. Dazu wurde das „Quick 
Ligation Kit“ nach Protokoll des Herstellers genutzt. 5 µl des Ligationsansatzes wurden zur 
Transformation kompetenter E. coli-Zellen genutzt (vgl. Abschnitt 3.4.2). 
Durch Restriktionsanalysen und PCR wurde die Richtigkeit der isolierten Plasmide sowie die 
Lage der Resistenzkassette kontrolliert (Tabelle 17). Für die Transformation von H. pylori 
wurden nur die Plasmide verwendet, in denen die Leserichtung der Kassette und die des Gens 
übereinstimmten. Die Kanamycin-Resistenzkassette besitzt einen starken Promotor aber 
keinen eigenen Terminator. Durch die gleiche Leserichtung von Gen und Kassette wurde das 
Risiko polarer Effekte vermindert (Schmitz et al., 1997). 
Tabelle 17: Primer und Plasmide zur Inaktivierung von H. pylori-Genen 
Primer Inaktiviert durch2 Kontroll-Restriktion3 Gen 
Klonierung Inverse PCR 
Plasmid1 














































































cat 98 KpnI 3278, 1556 
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Primer Inaktiviert durch2 Kontroll-Restriktion3 Gen 
Klonierung Inverse PCR 
Plasmid1 


















aphA3´-III 39 HindIII 2808, 1688, 
564, 134 
1: Plasmide für die natürliche Transformation von H. pylori zur Inaktivierung von Genen; 2: Veränderungen zur 
Unterbrechung des Gens; 3: Zur Kontrolle verwendete Restriktionsendonuklease sowie aus den Verdau 
resultierende Fragmentgrößen 
Eine schematische Übersicht der Klonierungsschritte zur Unterbrechung eines H. pylori-Gens 
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Abbildung 6: Herstellung eines Plasmids zur Inaktivierung des Gens comB10 in H. pylori 
3.4.5 Natürliche Transformation von H. pylori 
Zur Inaktivierung eines H. pylori-Gens wurde ein H. pylori Wildtyp-Stamm (26695, J99 oder 
N6) 24 Stunden auf Blutagar inkubiert. Ein kleiner Teil der Bakterien wurde auf eine neue 
Blutagarplatte gebracht und für 2-4 h inkubiert und 5 µl eines Plasmids, welches das 
gewünschte unterbrochene Gen enthielt, auf die Bakterien getropft und verteilt. Die Bakterien 
wurden über Nacht bebrütet, anschließend mit einer Impföse abgenommen und auf selektive 
Blutagarplatten mit Kanamycin, Chloramphenicol oder beiden ausgestrichen. Nach 5-6 Tagen 
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Inkubation konnten Einzelkolonien isoliert und vervielfältigt werden. Von diesen wurde DNA 
isoliert und mittels PCR die Richtigkeit der Klone überprüft. Positive Klone wurden bei -80°C 
eingelagert. 
 
3.5 Untersuchung von H. pylori im in vitro-Transformationssystem 
Zur Untersuchung der Rekombination in H. pylori wurde ein in vitro-Transformationssystem 
entwickelt (Kraft, 2004), das es ermöglichte, die Frequenz Rif-resistenter Klone durch 
Mutation und nach der Zugabe von DNA eines Rif-resistenten Stammes (Rekombination) 
sowie die in das Genom integrierten DNA-Importe von H. pylori Wildtyp- und 
Mutantenstämmen genauer zu charakterisieren. 
Die zu untersuchenden Stämme (Rezipienten) wurden 24 Stunden auf Blutagarplatten 
kultiviert, die bei H. pylori-Mutanten die entsprechenden Selektivantibiotika 
(Chloramphenicol und/oder Kanamycin) enthielten (siehe Abschnitt 3.1.1). Die Bakterien 
wurden abgeerntet und zur Inokulation von 10 ml BHI (siehe Abschnitt 3.1.1) mit einer 
Bakterienanzahl von 2,1×107 Bakterien/ml genutzt (bei Mutanten mit den entsprechenden 
Antibiotika). Diese Vorkulturen wurden für 20-24 h unter mikroaerober Atmosphäre inkubiert 
(37°C, 175 rpm). Nach Messung der OD600 wurden die Bakteriensuspensionen genutzt, um je 
drei 10 ml Kulturen pro Stamm mit 1,5×107 Bakterien/ml zu beimpfen (ohne 
Selektivantibiotika). Die Flüssigkulturen wurden für 16 Stunden inkubiert (37°C, 175 rpm). 
Anschließend wurde die OD600 der Bakteriensuspensionen gemessen und zwei der drei 
Kulturen mit genomischer DNA (1 µg/ml, aus einer „Genomic-tip 100/G“-Präparation) der 
Rif-resistenten Stämme 26695-R1, J99-R3 oder N6-R1 (Donor-DNA) gemischt. Nach 
weiterer Kultivierung für 8 Stunden wurde erneut die OD600 der Kulturen ermittelt. Von den 
mit Donor-DNA inkubierten Bakterienkulturen wurden 108, 107 und 106 Bakterien auf Rif-
enthaltene Blutagarplatten (10µg/ml) verteilt und für fünf Tage bebrütet. Parallel dazu wurden 
von der dritten Kultur (Kultur ohne Donor-DNA) 108 Bakterien auf selektiven Blutagar 
ausplattiert, um die Frequenz Rif-resistenter Spontanmutanten zu ermitteln. Zur Bestimmung 
der Mutations- bzw. Rekombinationsfrequenzen wurden die Bakterienkolonien ausgezählt 
und zur Anzahl ausplattierter Zellen ins Verhältnis gesetzt (Abbildung 16A). Von jedem 
Experiment wurden mindestens 16 Klone genutzt, um DNA für die Sequenzierung eines 1663 
Bp großen Fragments des rpoB-Gens (siehe Abschnitt 3.7) zu isolieren.  
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Für jeden H. pylori-Wildtypstamm wurde ein solches Experiment mindestens zehnmal, für 
jeden Mutantenstamm mindestens dreimal wiederholt. 
Zusätzlich zur Transformation des Rezipienten 26695 mit genomischer DNA des Stammes 
J99-R3 wurde auch ein PCR-Produkt des Donor-Stammes für die Transformation eingesetzt. 
Das PCR-Fragment wurde mit den Primern HPrpoB-1 und HPrpoB-6 und J99-R3 DNA als 
Matrize mit Hilfe des „Expand High Fidelity PCR System“ amplifiziert. Analog zur 
genomischen DNA wurde das PCR-Fragment mit 1 µg/ml in der Transformation eingesetzt. 
 
3.6 Elektroporation von H. pylori 
Für die Elektroporation wurden die Bakterien wie in Abschnitt 3.5 beschrieben in zwei 10 ml 
Flüssigkulturen angezüchtet. Wenn die Kulturen eine Bakteriendichte von 3×108 Bakterien/ml 
erreicht hatten, wurden sie durch Zentrifugation sedimentiert (5000 × g, 4°C, 15 min) und in 
1 ml einer Glyzerin-Lösung (10%) aufgenommen. Zum Waschen der Bakterien wurde diese 
Prozedur zweimal wiederholt, das Bakteriensediment danach in 1 ml der Glyzerin-Lösung 
aufgenommen und auf Eis gestellt. 
10 µl genomische DNA aus einer „Genomic-tip 100/G“-Präparation wurden für die 
Elektroporation über eine Nitrocellulose-Membran (0,025 µm Porengröße, Millipore) in 
HPLC-gereinigtem H2O dialysiert und auf Eis gelagert. 
90 µl der Bakterienzellen wurden mit genomischer DNA (1 µg) gemischt und in eine 
vorgekühlte Elektroporationsküvette (Spaltbreite 0,1 cm, Biorad) gegeben. Die 
Elektroporation wurde im „Gene Pulser“ (Biorad) durchgeführt (2,5 kV, 25 µF und 400 Ω). 
Die Bakterien wurden sofort mit 100 µl BHI gemischt und anschließend in 1,8 ml BHI 
überführt. Die 2 ml-Kulturen wurden für 8 h in mikroaerober Atmosphäre inkubiert (37°C, 
200 rpm). 108, 107 und 106 Bakterien wurden auf selektiven Rif-enthaltenden Blutagarplatten 
verteilt und für 5 Tage inkubiert. Parallel wurde die gleiche Prozedur ohne die Zugabe von 
DNA durchgeführt. Die Auswertung erfolgte wie in Abschnitt 3.5 beschrieben. Von jedem 
Experiment wurden 16 Klone zur Sequenzierung eines Fragments des rpoB-Gens weiter 
verarbeitet. 
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3.7 Sequenzierung des rpoB-Gens 
Zur Analyse der DNA-Importe nach Transformation oder Elektroporation von H. pylori mit 
Donor-DNA eines Rif-resistenten Stammes wurde ein 1663 Bp langes Fragment des 
rpoB-Gens sequenziert. Das Fragment umfasste die Nukleotide von Position 752 bis 2415 des 
rpoB-Gens und beinhaltete die meisten Mutationen, die für Rif-Resistenz in H. pylori bisher 
beschrieben wurden (Heep et al., 1999; Heep et al., 2000a; Heep et al., 2000b) einschließlich 
der Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutationen der Donor-Stämme.  
Für die Sequenzierung wurde ein PCR-Fragment des rpoB-Gens (2370 Bp) mit den Primern 
HPrpoB-1 und HPrpoB-6 amplifiziert. Dieses PCR-Produkt wurde als Matrize für die 
Kettenabbruchreaktion mit den Primern HPrpoB-3, -4, -5, -6, -9w und -10 genutzt. Die 
Sequenzierung wurde, wie in Abschnitt 3.2.7 beschrieben, durchgeführt. Die sechs Sequenzen 
wurden mit Hilfe des Programms „Bionumerics V4.5“ zu einer 1663 Bp langen, 
doppelsträngigen Sequenz des rpoB-Gens zusammengesetzt, welche die Rif-Resistenz 
vermittelnde Punktmutation des Donor-Stammes beinhaltete. 
 
3.8 Analyse der Mutationsfrequenzen in H. pylori 
Für die Berechnung der Mutationsfrequenzen der Stämme 26695, J99 und N6, deren isogene 
mutY-Mutanten sowie den Isolaten Ala15 und SA166A wurden Bakterienkulturen, wie in 
Abschnitt 3.5 beschrieben, angezüchtet. Von den Bakteriensuspensionen wurden 108, 107 und 
106 Bakterien in Doppelbestimmung auf selektiven Blutagar (Rifampicin, 10 mg/ml) 
ausplattiert und für fünf Tage inkubiert. Anschließend wurden die Bakterienkolonien 
ausgezählt, wobei Platten, die mehr als 500 Kolonien aufwiesen, nicht berücksichtigt wurden. 
Für jeden Stamm wurde dieses Experiment mindestens dreimal wiederholt und aus den 
erhaltenen Werten die Mutationsfrequenz berechnet. Vier bis fünf Kolonien wurden von jeder 
Platte abgenommen, um die Verteilung der Rif-Resistenz vermittelnden Mutationen zu 
analysieren (siehe Abschnitt 3.9). 
Um die Ergebnisse der durch die zuvor beschriebene Methode ermittelten 
Mutationsfrequenzen zu verifizieren, wurden die Stämme 26695, 26695mutY und SA166A 
zusätzlich mit Hilfe der Methode nach Bjorkholm et al. untersucht (Bjorkholm et al., 2001b). 
Dazu wurde eine Einzelkolonie der Stämme isoliert und zweimal auf Blutagar passagiert. 
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Diese Bakterien wurden genutzt, um eine 10 ml-Vorkultur zu beimpfen (vgl. Abschnitt 3.5), 
welche für 24 Stunden inkubiert wurde (37°C, 175 rpm). Von der Kultur wurden 30 µl auf 
selektive Blutagarplatten (Rif) verteilt, um zu überprüfen, ob bereits Rif-resistente Bakterien 
in der Kultur vorhanden waren. Wenn nach fünf Tagen Inkubation eine oder mehrere 
Kolonien gewachsen waren, wurde das Experiment verworfen. 
Außerdem wurde die Vorkultur genutzt, um 20 Einmilliliter-Kulturen mit <104 Bakterien/ml 
anzuimpfen, welche für 48 h in mikroaerober Atmosphäre inkubiert wurden (37°C, 200 rpm). 
Drei der Kulturen wurden genutzt, um die Lebendzellzahl zu bestimmen. Die restlichen 
17 Kulturen wurden zentrifugiert (3000 × g, 4°C, 10 min), der Überstand verworfen und das 
Sediment in 200 µl BHI aufgenommen. Davon wurden je 100 µl auf Rif-haltige 
Blutagarplatten ausgestrichen und die Platten für fünf Tage inkubiert. Die auf den Platten 
gewachsenen Kolonien wurden ausgezählt und zur Bestimmung der Mutationsfrequenz 
genutzt: 
Formel 3 
Mutationsfrequenz = Median der Anzahl Rif-resistenter Klone / Lebendzellzahl. 
Da der Stamm 26695mutY sehr hohe Mutationsfrequenzen aufwies, wurden in diesem Fall nur 
10 µl und 100 µl der Kulturen ausplattiert und zur Berechnung der Frequenz verwendet. 
 
3.9 Analyse der Rifampicin-Resistenz vermittelnden Mutationen im rpoB-Gen 
3.9.1 Positionen der Mutationen im rpoB-Gen 
Um die Lage der Mutationen im rpoB-Gen zu bestimmen, die Rifampicin-Resistenz 
verursachen, wurde ein 731 Bp langes Fragment (Position 1318-2048) des Gens 
Rif-resistenter Klone der Wildtyp-Stämme 26695, J99, N6, Ala15 und SA166A sowie der 
mutY-Mutanten 26695mutY, J99mutY und N6mutY sequenziert. Der sequenzierte Bereich 
umfasste die meisten Positionen, an denen Rif-Resistenz vermittelnde Mutationen für 
H. pylori beschrieben wurden (Heep et al., 1999; Heep et al., 2000a; Heep et al., 2000b). Für 
die PCR-Amplifikation sowie die Sequenzierung beider DNA-Stränge des Fragments wurden 
die Primer HPrpoB-3 und HPrpoB-4 genutzt (vgl. Abschnitt 3.2.7). Die Sequenzen wurden 
mit Hilfe des Programms „Bionumerics V4.5“ zusammengesetzt und die Lage der Mutationen 
durch Vergleich der Sequenzen der Klone mit den Sequenzen der Wildtyp-Stämme ermittelt. 
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3.9.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration für ausgesuchte Spontanmutationen 
Um mögliche Unterschiede in der Resistenz gegen Rifampicin verschiedener 
Punktmutationen im rpoB-Gen zu ermitteln, wurde ein E-Test (AB Biodisk, Solna, 
Schweden) durchgeführt. Der Teststreifen hatte einen Rif-Konzentrationsgradienten von 
0,016-256 µg. Zur Untersuchung wurden die Bakterien von weniger als 24 h inkubierten 
Blutagarplatten abgenommen und in BHI suspendiert. Von der Bakteriensuspension wurden 
1×108 Bakterien auf nichtselektive Blutagarplatten ausgestrichen und für 15 Minuten bei 
37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde ein Teststreifen in die Mitte der Platte gelegt. Die 
Platten wurden für 48 h bei 37°C inkubiert. Anschließend konnte die minimale 
Hemmkonzentration für den jeweiligen Bakterienstamm anhand der Skala auf den Teststreifen 
nach den Angaben des Herstellers ermittelt werden. 
 
3.10  Wachstumskurven und kompetitive Ko-Kultivierung von H. pylori 
Zur Bestimmung des Wachstums von H. pylori-Stämmen wurden diese für maximal 24 h auf 
Blutagarplatten kultiviert und genutzt, um 40 ml-Kulturen mit einer Bakteriendichte von 
1,5×107 Bakterien/ml zu beimpfen. Die 40 ml-Kulturen wurden für 72 h Stunden in 
mikroaerober Atmosphäre inkubiert (37°C, 175 rpm). Alle 12 h wurde die OD600 ermittelt. 
Um zu überprüfen, ob die Inaktivierung des mutY-Gens einen Einfluss auf die Fitness von 
H. pylori hat, wurden der Wildtyp-Stamm 26695 und die isogene mutY-Mutante in einer 
Ko-Kultivierung untersucht. Dazu wurden Vorkulturen (10 ml) der beiden Stämme mit einer 
Bakteriendichte von 2,1×107 Bakterien/ml beimpft und für 17 h in mikroaerober Atmosphäre 
inkubiert (37°C, 175 rpm). Die Vorkulturen wurden genutzt, um für jeden Stamm eine 
Bakteriensuspension (20 ml BHI) mit 1,5×107 Bakterien/ml herzustellen. Die beiden 
Suspensionen wurden vereinigt, die OD600 der Kultur gemessen und die Bakterien für 72 h 
inkubiert. Nach 0, 12, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 60 und 72 h wurden aus der Kultur 1 ml 
Proben abgenommen und zur Messung der OD600 sowie zur Ermittlung der 
Gesamtbakterienzahl und der Anzahl an Kanamycin-resistenten Bakterien (d.h. 26695mutY) 
genutzt. Dazu wurden von den Proben Volumina auf selektiven (mit Kanamycin) und 
nichtselektiven Blutagarplatten verteilt, die einer Anzahl von 200 bzw. 100 Bakterien 
entsprachen. Die Platten wurden für fünf Tage inkubiert und anschließend die gewachsenen 
Kolonien gezählt. Die Anzahl der Kolonien auf nichtselektiven Platten stellte die 
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Gesamtlebendzellzahl dar. Auf den selektiven Platten konnten nur die mutY-Mutanten 
wachsen. 
 
3.11  Statistik 
Die statistischen Analysen der Mutations- und Transformationsfrequenzen sowie die Analyse 
der DNA-Importe wurden von unserem Kooperationspartner Dr. Xavier Didelot, Department 
of Statistics, University of Warwick mit Hilfe des Vergleiches Bayes`scher Modelle 
durchgeführt. Dabei wurde die Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines der Modelle durch den 
Bayes Faktor (BF) gemessen (Goodman, 1999; Kass und Raftery, 1995). Dadurch ist es 
möglich, zwei konkurrierende Hypothesen miteinander zu vergleichen und die 
Wahrscheinlichkeit für das Eintreten einer der Hypothesen zu berechnen. Der BF und damit 
die Aussage über die Signifikanz der Unterschiede wurde nach Jeffreys interpretiert (Jeffreys, 
1961): Negativ (<1), nicht mehr als eine Vermutung (≥1 bis <3), beträchtlich (≥3 bis <10), 
stark (≥10 bis <30), sehr stark (≥30 bis <100), entscheidend (≥100). Wenn der BF nicht direkt 
berechnet werden konnte, wurde der BF mit Hilfe des Schwarz Kriteriums (BIC, englisch: 
„Bayes Information Criterion“), eine Approximation des Logarithmus des BF, ermittelt (Kass 
und Raftery, 1995; Schwarz, 1978). 
Die Signifikanz der Unterschiede der Transformations- bzw. Mutationsfrequenzen von 
Stämmen wurde durch den Vergleich zweier Modelle überprüft. Dabei ging ein Modell davon 
aus, dass die Daten beider Stämme derselben Normalverteilung unterlagen, das andere nahm 
an, dass es sich um zwei unabhängige Normalverteilungen handelte. 
Die Länge von DNA-Importen wird häufig durch eine geometrische Verteilung abgeschätzt 
(Falush et al., 2001; Falush et al., 2003; Fearnhead et al., 2005). Mit Hilfe des BF konnte 
gezeigt werden, dass dieses Modell auch für die im in vitro-Transformationssystem 
ermittelten Importe besser ist als eine Binomial-Verteilung. Da nicht in allen Sequenzen der 
exakte Start- und Endpunkt des DNA-Imports ermittelt werden konnte, wurde stattdessen ein 
Intervall [mi;Mi] festgelegt, in dem der DNA-Import stattfinden könnte (mit Mi = ∞ , wenn 
der Start- oder Endpunkt der Rekombination außerhalb des sequenzierten Bereichs lag) und 
diese Daten zur Berechnung der mittleren Importlänge verwendet. 
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Die Verteilung der Länge der DNA-Importe in 3´-Richtung bzw. in 5´-Richtung von der 
Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutation wurde durch den Vergleich eines Modells, bei 
dem die Importe 3´-wärts und 5´-wärts derselben geometrischen Verteilung folgten, mit einem 
zweiten, in dem das nicht der Fall war, untersucht. 
Für den Vergleich der Anzahl an Unterbrechungen des integrierten Fragments des Donor-
Stammes durch Segmente der Rezipienten-Sequenz (ISR) zweier Stämme wurde der BF 
berechnet. Die Anzahl an Klonen mit ISR innerhalb der Gesamtzahl der sequenzierten Klone 
eines Stammes folgt einer Binomial-Verteilung. Mit Hilfe der Vorhersage für die 
Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer ISR in der Sequenz eines Klons wurde die 
Ausprägung der Wahrscheinlichkeit für zwei Rezipient/Donor-DNA Kombinationen 
miteinander verglichen. 
Um einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von ISR und den bekannten 
Erkennungsstellen für Restriktions-Modifikations-Systeme von H. pylori zu untersuchen, 
wurden die in Tabelle 18 dargestellten Erkennungsstellen in rekombinanten Klonen in die 
statistischen Analysen mit einbezogen. 
Eine genaue Beschreibung der statistischen Auswertungen ist in Kulick et al. 2008 zu finden 
(Kulick et al., 2008a). 
Tabelle 18: Auf die Beteiligung an der Entstehung von ISR untersuchte 








































(Lin et al., 2001; Vale und Vitor, 2007; Vitkute et al., 2001; Xu et al., 2000) 
3.12 Bioinformatik 
In dieser Arbeit wurden für die Bearbeitung und Auswertung von Sequenzen verschiedene 
Computerprogramme und Datenbanken verwendet, die in den folgenden Tabellen aufgelistet 
sind. 
Tabelle 19: Programme zur Editierung und Analyse von DNA- und 
Proteinsequenzen 
Programm Hersteller 
Bionumerics  Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien 
EditSeq DNAStar inc., Madison, USA 
MegAlign DNAStar inc. 
MapDraw DNAStar inc. 
GeneDoc http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc 
Clonemanager Sci Ed Central, Cary, USA 
psfind http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/psfind 
happlot http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/happlot 
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Tabelle 20: Datenbanken und Sequenzvergleiche 
Datenbank Internetadresse 
ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw 




Tabelle 21: Statistische Analysen und Grafikprogramme 
Programm Hersteller 
Origin OriginLab, Northampton, USA 
SigmaStat Systat, Richmond, USA 
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4 Ergebnisse 
4.1 Untersuchung der Spontanmutationsrate von H. pylori 
4.1.1 Frequenz Rifampicin-Resistenz verleihender Spontanmutationen im rpoB-Gen in 
H. pylori-Wildtyp-Stämmen 
Das rpoB-Gen kodiert für die β-Untereinheit der DNA-abhängigen RNA-Polymerase in 
Bakterien. Resistenz gegen Rifampicin wird durch Mutationen an verschiedenen Positionen 
des Gens verursacht. Dadurch eignet sich das Gen sehr gut, um die Frequenz von 
Spontanmutationen zu untersuchen (Garibyan et al., 2003). 
Mit Hilfe der Rif-Resistenz als Mutationsmarker wurden die Mutationsfrequenzen der 
H. pylori Wildtyp-Stämme 26695, J99 und N6 ermittelt. Dazu wurden 108, 107 und 106 
Bakterien auf selektive Blutagarplatten mit Rifampicin (10 µg/ml) verteilt und nach 
fünftägiger Inkubation die Anzahl Rif-resistenter Kolonien bestimmt. Der Mittelwert der 
Mutationsfrequenzen lag bei 1,1×10-6, wobei sich die Frequenzen für die drei Stämme 










































Abbildung 7: Mutationsfrequenzen der H. pylori Wildtyp-Stämme 
Die Balken zeigen die Mutationsfrequenzen der Stämme 26695, J99 und N6. Die Fehlerindikatoren 
geben die Standardabweichung an. Die Signifikanz der Unterschiede wurde in Bezug auf den Stamm 
26695 (schwarzer Balken) berechnet. Der Bayes Faktor (BF) wurde mit Hilfe des Schwarz Kriteriums 
(BIC) approximiert. (BF ≥100 = entscheidend; Interpretation des BF siehe S. 55) Anzahl der 
Experimente: 26695: 35, J99: 9, N6: 18 
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Zur Verifizierung der ermittelten Mutationsfrequenzen wurde der Stamm 26695 zusätzlich mit 
der Methode nach Bjorkholm et al. (siehe Abschnitt 3.8) untersucht (Bjorkholm et al., 2001b). 
Mit Hilfe dieser Methode wurde für den H. pylori-Stamm 26695 eine Frequenz Rif-resistenter 
Klone pro Bakterienzelle von 7,6×10-7 ermittelt. Die Werte beider Methoden wichen nicht 
signifikant voneinander ab. 
4.1.2 Untersuchung des Einflusses einer Inaktivierung des mutY-Gens auf die 
Mutationsfrequenz 
Analysen der Genome der H. pylori-Stämme 26695, J99 und HPAG1 zeigten, dass sie alle 
drei ein Gen mit Homologie zum mutY-Gen von E. coli enthalten, das für eine Adenin-
spezifische Glykosylase kodiert (HP0142, JHP0130, HPAG1_0140). MutY ist in E. coli und 
vielen anderen Bakterien-Spezies Teil des Basen-Exzisions-Systems und repariert 
Basenfehlpaarungen zwischen 8-OxoG und A, G und A sowie C und A. Die 
Aminosäuresequenz des vorhergesagten MutY-Proteins des Stammes 26695 ist zu 34% 
identisch mit der des MutY-Proteins von E. coli K-12 (Blattner et al., 1997). Beide Proteine 
besitzen hoch konservierte Domänen, wie eine Endonuklease-III-Domäne, eine „Helix-
Hairpin-Helix“-Domäne und ein Eisen-Schwefel-Cluster (Guan et al., 1998).  
Um die Funktion der Glykosylase in H. pylori zu charakterisieren, wurde das mutY-Gen in 
den Stämmen 26695, J99 und N6 durch Insertion einer Kanamycin-Resistenz-Kassette 
inaktiviert und die Mutationsrate durch Messung der Frequenz Rif-resistenter Klone pro 
Bakterienzelle bestimmt. Im Vergleich zu den drei Wildtyp-Stämmen, in denen die 
Mutationsfrequenzen zwischen 4,6×10-7 und 1,6×10-6 lagen, führte der Verlust eines 
funktionellen MutY-Proteins zu einer etwa 25-fachen Erhöhung der Mutationsfrequenzen der 
Stämme 26695 und N6 und zu einer 14-fachen Erhöhung im Stamm J99 (Abbildung 8). Auch 
die Mutationsfrequenz der Mutante 26695mutY wurde mit Hilfe der Methode nach Bjorkholm 
überprüft. Die ermittelte Frequenz lag bei 1,14×10-5 und wich damit nicht signifikant von dem 
Wert der in dieser Arbeit verwendeten Methode zur Bestimmung von Mutationsfrequenzen 
ab. 



















































Abbildung 8: Mutationsfrequenzen der H. pylori Wildtyp-Stämme und mutY-Mutanten 
Die Balken repräsentieren die Mittelwerte der Mutationsfrequenzen. Die Fehlerindikatoren geben die 
Standardabweichung an. Zwischen den einzelnen Wildtyp-Stämmen und den isogenen mutY-Mutanten 
unterscheiden sich die Frequenzen signifikant (p<0,001; t-Test). Anzahl der Experimente: 26695: 35, 
26695mutY: 7, J99: 9, J99mutY: 6, N6: 18, N6mutY: 7 
 
Das mutY-Gen wurde durch die Unterbrechung mit einer Kanamycin-Resistenz-Kassette 
inaktiviert, welche einen eigenen starken Promotor, aber keinen eigenen Terminator besaß. 
Durch den Einbau der Kassette in das mutY-Gen könnte es zu Effekten in Genen kommen, die 
„downstream“ des mutY-Gens liegen (polare Effekte), wie die vorhergesagte L-Lactat-
Permease HP0141. Um zu zeigen, dass der Anstieg der Mutationsfrequenz in den mutY-
Mutanten durch die Inaktivierung des mutY-Gens und nicht durch polare Effekte 
hervorgerufen wurde, wurde der Stamm 26695mutY mit einem intakten mutY-Gen 
komplementiert. Das intakte Gen wurde mit Hilfe des Plasmids pADC-HpMutY in das 
Chromosom des Bakteriums integriert und durch den starken Urease-Promotor reguliert 
(Huang et al., 2006). Durch die starke Aktivität dieses Promotors konnte in dem 
komplementierten Stamm eine höhere Konzentration des mutY-Transkripts nachgewiesen 
werden als im Wildtyp-Stamm (Abbildung 9). Mit Hilfe einer quantitativen „Real-Time“-PCR 
konnte gezeigt werden, dass die Konzentration an mutY-mRNA in der komplementierten 
Mutante im Mittel 51 Mal höher war als im 26695 Wildtyp-Stamm. 
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500 Bp  
Abbildung 9: Analyse der mutY-mRNA-Konzentration in den H. pylori-Stämmen 26695 und 
26695mutYcomp mittels semiquantitativer RT-PCR 
Im unteren Teil der Abbildung ist das Ergebnis einer semiquantitativen PCR mit den Primern 
HPmutY1979 und HPmutY1980 dargestellt. Als Kontrolle der Einheitlichkeit der RNA-Konzentration 
in den einzelnen Proben während der cDNA-Synthese ist im oberen Teil eine semiquantitative PCR 
eines Fragments der 16S-rRNA dargestellt (Primer: C05 und C97). Wt: 26695 cDNA; 1, 2 und 3: 
26695mutYcomp cDNA; +: 26695 genomische DNA; -: Kontrolle ohne DNA; M: Marker „1 Kb Plus 
DNA Ladder“ 
Die komplementierte 26695 mutY-Mutante wies eine Frequenz an Rif-resistenten Klonen von 
4,4×10-7 auf, welche damit etwas niedriger war als die Frequenz des Wildtyp-Stammes (nicht 
signifikant). Die Unterschiede der Mutationsfrequenzen zwischen der mutY-Mutante und dem 
Wildtyp sowie zwischen der mutY-Mutante und der komplementierten Mutante waren hoch 
signifikant (Abbildung 10). Durch die Komplementierung der mutY-Mutante mit einem 
intakten mutY-Gen wurde der Phänotyp des Wildtypstammes in Bezug auf die 
Mutationsfrequenz wieder hergestellt und gezeigt, dass die Glykosylase MutY eine wichtige 
Funktion als Antimutator in H. pylori hat. 

















































Abbildung 10: Effekt der Komplementierung des mutY-Gens auf die Mutationsfrequenz 
Die Balken zeigen die Mutationsfrequenzen des Wildtyp-Stammes 26695, der Mutante 26695mutY 
und der komplementierten Mutante 26695mutYcomp. Die Fehlerindikatoren geben die 
Standardabweichung an. Die Unterschiede zwischen dem Wildtyp-Stamm und der mutY-Mutante 
sowie zwischen der Mutante und dem komplementierten Stamm sind hoch signifikant. Die Frequenzen 
des Wildtyps und des Stammes 26695mutYcomp unterscheiden sich nicht signifikant. Der BF wurde 
mit Hilfe des BIC approximiert. (BF ≥100 = entscheidend; Interpretation des BF siehe S. 55). Anzahl 
der Experimente: 26695: 35, 26695mutY: 7, 26695mutYcomp: 3 
4.1.3 Analyse der Verteilung und Art Rif-Resistenz verleihender Punktmutationen in 
H. pylori-Wildtyp-Stämmen und mutY-Mutanten 
Rif-Resistenz kann in H. pylori durch unterschiedliche Punktmutationen im rpoB-Gen 
entstehen (Heep et al., 1999; Heep et al., 2000a; Heep et al., 2000b), was es ermöglicht, die 
Auswirkung von Geninaktivierungen auf die Verteilung der Rif-Resistenz verleihenden 
Mutationen zu untersuchen. Um den Effekt der mutY-Inaktivierung zu analysieren, wurde für 
Rif-resistente Mutanten der drei Wildtyp-Stämme und der dazu gehörigen mutY-Mutanten ein 
731 Bp großes Fragment des rpoB-Gens sequenziert, welches die meisten der bekannten 
Punktmutationen umfasst (Abbildung 11). Die Klone wurden zufällig aus sechs unabhängigen 
biologischen Experimenten selektiert, wobei maximal fünf Klone pro Platte isoliert wurden. 







Abbildung 11: Rif-Resistenz verleihende Punktmutationen im rpoB-Gen von H. pylori 
Der blaue Pfeil repräsentiert das rpoB-Gen von H. pylori. Im unteren Teil ist eine Vergrößerung des 
Bereiches dargestellt, in dem Rif-Resistenz verleihende Punktmutationen (rote Pfeile) auftreten. Die 
Verteilung der Punktmutation wurde durch die Sequenzierung eines 731 Bp langen Fragments des 
rpoB-Gens (gelb) untersucht. Die Zahlen geben Positionen im rpoB-Gen an. 
Im Stamm 26695 wiesen 77% der analysierten Rif-resistenten Klone eine 
C-zu-A-Transversion (C→A) an der Position 1573 und 8% der Klone eine 
C→A-Transversion an Position 1618 auf. Bei den restlichen 15% der analysierten Klone 
befand sich in dem sequenzierten Fragment keine Mutation (Abbildung 12 A). Auch im 
Stamm N6 war die Transversion an Position 1573 mit 46% am häufigsten. Die weiteren 
Mutationen dieses Stammes verteilten sich mit 29% auf die Position 1588 (G→A) und 11% 
auf die Position 1618, von denen 7% eine C→A-Transversion und 4% eine C→T-Transition 
waren (Abbildung 12 C). Bei 14% der Klone lag die Rif-Resistenz verleihende Mutation 
außerhalb des sequenzierten Fragments. In den Klonen des H. pylori-Stammes J99 waren die 
Punktmutationen auf acht verschiedene Positionen innerhalb des sequenzierten Fragments 
verteilt; die häufigste Punktmutation war eine C→T-Transition an Position 1618 (35%, 
Abbildung 12 E, Tabelle 22). 
Die Inaktivierung des mutY-Gens führte bei allen drei Stämmen zu einer Verschiebung in der 
Verteilung der Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutationen. Im Stamm 26695mutY wurden 
78% der Rif-Resistenzen durch eine C→A-Transversion an Position 1618 des rpoB-Gens 
hervorgerufen und 3% der Mutationen waren G→A-Transitionen an Position 1588; 19% der 
Mutationen lagen nicht im sequenzierten Bereich (Abbildung 12 B). Keiner der analysierten 
Klone hatte eine Mutation an der bevorzugten Position des Wildtyp-Stammes (1573). Von den 
Rif-resistenten Klonen des Stammes N6mutY trugen 70% eine C→A-Transversion an Position 
1618 sowie 30% eine C→A-Transversion an Position 1573 (Abbildung 12 D). Alle Klone des 
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Stammes J99mutY, die eine Punktmutation innerhalb des analysierten rpoB-Fragments hatten, 





















1573 C zu A
1588 G zu A
1590 T zuA
1618 C zu A
1618 C zu T
1620 C zu A
1630 C zu T












Abbildung 12: Verteilung der Rif-Resistenz verleihenden Punktmutationen in H. pylori Wildtyp-
Stämmen und mutY-Mutanten 
Die Diagramme (A-F) zeigen den prozentualen Anteil der einzelnen Positionen von Rif-Resistenz 
vermittelnden Punkmutationen im Verhältnis zur Gesamtzahl der analysierten Rif-resistenten Klone 
eines Stammes. Es wurden Klone der drei Wildtyp-Stämme 26695, N6 und J99 (A, C, E) sowie der 
isogenen mutY-Mutanten analysiert (B, D, F). Die Anzahl der analysierten Klone ist in Tabelle 22 
dargestellt. 
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Um einen Vergleich der Frequenzen der verschiedenen Punktmutationen zwischen Wildtyp-
Stämmen und mutY-Mutanten zu ermöglichen, wurden die absoluten Frequenzen der 
einzelnen Mutationen im rpoB-Gen berechnet. Die Berechnung zeigte, dass es zwischen den 
Wildtyp-Stämmen und den isogenen mutY-Mutanten keine signifikanten Unterschiede der 
absoluten Frequenzen von C→A-Transversionen an der Position 1573 gab, wohingegen die 
Frequenzen der C→A-Transversionen an Position 1618 stark erhöht waren (J99: 87-fach, N6: 
244-fach, 26695: 262-fach). Insgesamt hatte die Inaktivierung des mutY-Gens nur einen 
schwachen Effekt auf die Gesamtzahl der C→A-Transversionen. Im Stamm 26695 bestand 
zwischen dem Wildtyp und der Mutante kein Unterschied in der Gesamthäufigkeit der 
C→A-Transversionen und der Stamm N6mutY zeigte einen 1,9-fachen Anstieg der 
C→A-Transversionen (nicht signifikant). Nur im Stamm J99mutY war eine signifikante 
3,7-fache Erhöhung der C→A-Transversionen zu beobachten (p<0,02; berechnet mit Hilfe 
des Chi-Quadrat-Tests). 
4.1.4 Auswirkung der dominierenden Rif-Resistenz vermittelnden Mutationen von Wildtyp-
Stamm und mutY-Mutante auf das Wachstum und die Resistenz gegen Rifampicin 
Für Rifampicin-Resistenz vermittelnde Punktmutationen wurde in E. coli gezeigt, dass sie 
eine negative Auswirkung auf die bakterielle Fitness und das Wachstum der Bakterien haben 
(Reynolds, 2000). Um herauszufinden, ob MutY die Position 1618 effizienter vor Mutationen 
schützt als andere Positionen im rpoB-Gen, weil eine Mutation an dieser Stelle zu einer 
stärkeren Einschränkung des bakteriellen Wachstums/Fitness führt, wurde das Wachstum 
zweier Rif-resistenter Mutanten untersucht. Die Wachstumskurven wurden mit den Rif-
sensiblen Stämmen 26695, 26695mutY sowie einer Rif-resistenten Mutante des Stammes 
26695 (Punktmutation an Position 1573) und des Stammes 26695mutY (Punktmutation an 
Position 1618) durchgeführt (Abbildung 13). 
Die Kulturen wurden mit einer Bakteriendichte von 1,5×107 Bakterien/ml gestartet und über 
72 Stunden inkubiert. Alle zwölf Stunden wurde die OD600 der Kulturen gemessen. In der 
Abbildung 13 sind die Mittelwerte von je sechs unabhängigen biologischen Experimenten 
dargestellt. Zwischen dem 26695 Wildtyp-Stamm und 26695mutY gab es keine signifikanten 
Differenzen im Wachstum. Beide Stämme erreichten nach 36 Stunden ihre maximale optische 
Dichte (26695: 2,54; 26695mutY: 2,23). Die Punktmutationen in der Rif-resistenten mutY-
Mutante und dem Rif-resistenten Wildtyp-Stamm führten zu einer deutlichen Einschränkung 
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des bakteriellen Wachstums im Vergleich zu den Rif-sensiblen Stämmen. Die Stämme 
erreichten nach 36 Stunden eine maximale OD600 von 1,1 bzw. 1,2, ebenfalls ohne 
signifikante Unterschiede untereinander. Die Differenzen im bakteriellen Wachstum zwischen 
den beiden Stämmen ohne und den beiden Stämmen mit Punktmutation im rpoB-Gen nach 
36-stündiger Inkubation waren hoch signifikant (p<0,001; berechnet mit Hilfe des t-Tests). 
Die Untersuchungen zeigten, dass die Inaktivierung des mutY-Gens keinen Effekt auf das 
bakterielle Wachstum hatte, die Rif-Resistenz vermittelnden Mutationen das Wachstum der 
Bakterien aber stark einschränkten. 










26695 (rpoB 1573 C zu A) 





















Abbildung 13: Wachstumskurven von H. pylori-Stämmen mit und ohne Rif-Resistenz 
vermittelnde Punktmutation 
Die H. pylori-Stämme 26695 (schwarze Quadrate), 26695mutY (weiße Quadrate), sowie eine Rif-
resistente Mutante des Stammes 26695 mit einer C→A-Transversion an Position 1573 des rpoB-Gens 
(schwarze Kreise) und eine Rif-resistente Mutante des Stammes 26695mutY mit einer 
C→A-Transversion an Position 1618 (weiße Kreise) wurden für 72 h in BHI inkubiert. Alle zwölf 
Stunden wurden Proben abgenommen, um die OD600 der Kulturen zu bestimmen. Alle Messpunkte in 
der Abbildung sind Mittelwerte von sechs unabhängigen Wachstumskurven. Die Wachstumskurven 
der beiden Rif-sensitiven bzw. der beiden Rif-resistenten Stämme zeigten keine signifikanten 
Differenzen. Die Unterschiede zwischen Rif-sensitiven und Rif-resistenten Stämmen nach 36 h waren 
hoch signifikant (p<0,001; t-Test). 
Um zu testen, ob die beiden häufigsten Punktmutationen im rpoB-Gen (Positionen 1573 in 
Wildtyp-Stämmen und Position 1618 in mutY-Mutanten) zu unterschiedlichen Ausprägungen 
der Resistenz gegen Rifampicin führen, wurde die minimale Hemm-Konzentration (MHK) für 
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Rifampicin für die Stämme 26695, 26695mutY sowie Rif-resistente Mutanten mit der 
spezifischen Transversion des Wildtyp-Stammes 26695 (Punktmutation an Position 1573) und 
der Mutante 26695mutY (Punktmutation an Position 1618) bestimmt. Der Wildtyp-Stamm 
hatte eine MHK von 0,83 µg Rifampicin pro Milliliter und für die mutY-Mutante lag der Wert 
bei 0,23 µg/ml. Für die beiden Rif-resistenten Stämme konnte die MHK nicht exakt bestimmt 
werden, da sie höher war als die maximale Konzentration des E-Teststreifens (>256 µg/ml). 
Zwischen den beiden Rif-resistenten Mutanten waren keine Unterschiede zu beobachten. 
Beide Transversionen im rpoB-Gen bewirkten eine hochgradige Resistenz gegen Rifampicin, 
mit einer mehr als 300-fachen Erhöhung der MHK. 
4.1.5 Auswirkung der Inaktivierung von mutY auf die Fitness von H. pylori  
Um zu analysieren, ob die Inaktivierung des mutY-Gens zu einer Veränderung der bakteriellen 
Fitness führt, wurden kompetitive Wachstumsversuche mit der 26695 mutY-Mutante und dem 
isogenen Wildtyp-Stamm durchgeführt. Dazu wurden die beiden Stämme zu gleichen Teilen 
gemischt und über 72 h inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben aus der 
Kultur entnommen und zur Bestimmung der OD600 sowie der Differenzierung der Anteile von 
Bakterien des Wildtyp-Stammes bzw. der mutY-Mutante verwendet. Beide Stämme zeigten 
keine signifikanten Unterschiede im Wachstum während der lag-Phase und der exponentiellen 
Phase. Nach zwölf und 24 Stunden Inkubation war eine nicht signifikante Überzahl an 
Wildtyp-Bakterien zu beobachten (ca. 60% 26695 gegenüber 40% 26695mutY). Nach 
weiteren zwölf Stunden Inkubation (t = 36 h) war der Anteil des Wildtyp-Stammes weiter 
angestiegen (p = 0,02; t-Test). Dieser Trend setzte sich in der stationären Wachstumsphase 
fort. Nach 48 Stunden gehörten über 90% der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) zum 26695 
Wildtyp-Stamm (Abbildung 14; p<0,001; t-Test). Zu späteren Zeitpunkten konnte kein 
bakterielles Wachstum auf Blutagarplatten mehr nachgewiesen werden. 
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Abbildung 14: Relative Anzahl der H. pylori-Stämme 26695 und 26695mutY während der Ko-
Kultivierung der Bakterien 
Die beiden Stämme 26695 und 26695mutY wurden zusammen in BHI für 72 h kultiviert. Zu 
bestimmten Zeitpunkten (alle 12 h bzw. 4 h) wurden Proben aus der Kultur entnommen und zur 
Bestimmung der OD600 (schwarze Quadrate) genutzt. Verdünnungen der Proben wurden auf 
Blutagarplatten mit und ohne Kanamycin-Zusatz ausplattiert, um die Gesamt-Lebendzellzahl und die 
Anzahl an Kanamycin-resistenten mutY-Mutanten zu bestimmen. Die Balken repräsentieren das 
Verhältnis zwischen dem Wildtyp-Stamm 26695 (blau) und dem Stamm 26695mutY (rot). Die 
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. Nach 60 h bzw. 72 h konnte auf den Platten kein 
Wachstum mehr beobachtet werden. Alle Messpunkte in der Abbildung sind Mittelwerte von vier 
unabhängigen Experimenten. 
4.1.6 Untersuchung von klinischen H. pylori-Isolaten mit natürlich inaktivierten mutY-
Genen 
Innerhalb der Nukleotid-Sequenz des mutY-Gens von H. pylori befindet sich eine 8 Bp langer 
homopolymerer Adenin-„Repeat“, der zu einem „Rutschen“ der Polymerase während der 
Replikation führen kann. Dadurch kann es zu Phasenvariation und der Inaktivierung des Gens 
kommen. Diese Sequenzwiederholung liegt im Bereich eines Fragments von mutY, das 
Bestandteil des Multilocus-Sequenztypisierungsschemas für H. pylori ist (Achtman et al., 
1999; Falush et al., 2003). Es liegen daher in der PubMLST-Datenbank mutY-Teilsequenzen 
für 1634 Stämme vor. Nur drei Sequenzen in dieser Datenbank wiesen eine von der 
Konsensussequenz abweichende Länge des Adenin-„Repeats“ auf. In den drei Stämmen 
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Ala15, JP9 und SA166A war die Sequenzwiederholung auf sieben Adenin-Reste verkürzt, 
was zur Entstehung eines Stopp-Kodons innerhalb des mutY-Gens und damit zu einer 
Inaktivierung des Gens führte. 
Die Auswirkung der natürlichen Inaktivierung auf die Mutationsfrequenz im rpoB-Gen und 
die Verteilung der Rif-Resistenz vermittelnden Mutationen wurde in den Stämmen Ala15 und 
SA166A untersucht. Dazu wurden Einzelkolonien der Stämme isoliert und zunächst durch 
Sequenzierung die Länge des Adenin-„Repeats“ (7×A) überprüft. Anschließend wurde die 
Mutationsfrequenz der Isolate bestimmt. Die Mutationsfrequenz des Stammes Ala15 betrug 
6,5×10-7 und die des Stammes SA166A 3,6×10-7 Rif-resistente Klone pro Bakterienzelle. 
Diese Werte waren ähnlich wie die für die drei anderen Wildtyp-Stämme ermittelten 
Frequenzen und deutlich geringer als die Frequenzen der mutY-Mutanten. 
Analysen der Verteilung der Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutationen im rpoB-Gen 
zeigten, dass diese Ähnlichkeiten mit der Verteilung in den untersuchten H. pylori 
mutY-Mutanten aufwies. Die dominierende Punktmutation in den Stämmen Ala15 und 
SA166A war wie auch in den mutY-Mutanten eine C→A-Transversion an Position 1618 
(Ala15: 42%, SA166A: 38%; Abbildung 15, Tabelle 22). Die in den Wildtyp-Stämmen 26695 
und N6 häufigste Mutation (C→A-Transversion an Position 1573) war im Stamm SA166A 
selten (nur 5% der gesamten Mutationen) und trat im Stamm Ala15 überhaupt nicht auf. Die 
restlichen Punktmutationen befanden sich an den Positionen 1588, 1589 oder außerhalb des 
sequenzierten 731 Bp großen rpoB-Fragments. 
1573 C zu A
1588 G zu A
1588 G zu T
1618 C zu A














Abbildung 15: Verteilung der Rif-Resistenz verleihenden Punktmutationen in den H. pylori-
Isolaten Ala15 und SA166A 
Die Diagramme zeigen den prozentualen Anteil der einzelnen Positionen von Rif-Resistenz 
vermittelnden Punktmutationen im Verhältnis zur Gesamtzahl der analysierten Rif-resistenten Klone 
der Stämme. Es wurden Klone der zwei H. pylori-Isolate Ala15 (A) und SA166A (B) analysiert, die 
beide einen verkürzten Adenin-„Repeat“ (7×A) im mutY-Gen hatten. Die Anzahl der analysierten 
Klone ist in Tabelle 22 dargestellt. 
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4.2 Untersuchung der Rekombination von H. pylori-Wildtyp-Stämmen in vitro 
4.2.1 Rekombinationshäufigkeiten verschiedener Kombinationen von Rezipienten-Stamm 
und Donor-DNA 
Zur Analyse der Rekombinationsfrequenzen der H. pylori-Wildtyp-Stämme 26695, J99 und 
N6 wurden diese in einem in vitro-Transformationssystem (Abbildung 16 A) untersucht. Dazu 
wurden die Rezipienten-Stämme in einer Flüssigkultur bis zu einer Dichte von etwa 
3×108 Bakterien pro Milliliter angezüchtet (OD600 = 1) und dann mit genomischer DNA eines 
H. pylori-Donor-Stammes (26695-R1, J99-R3 oder N6-R1) versetzt, der als Selektionsmarker 
eine Rif-Resistenz vermittelnde Punktmutation im rpoB-Gen aufwies. Anschließend wurden 
die Stämme für acht Stunden inkubiert. Von der Kultur wurden 108, 107 und 106 Bakterien auf 
Selektivplatten mit Rifampicin verteilt und nach fünftägiger Inkubation die Anzahl 
Rif-resistenter Kolonien gezählt. Parallel wurde eine Kultur ohne den Zusatz von 
genomischer DNA analysiert, um die Anzahl der durch Mutation entstandenen Rif-resistenten 
Klone zu ermitteln. Um stammspezifische Unterschiede in der Transformation zu erkennen, 
wurden unterschiedliche Kombinationen von Rezipient und Donor getestet. 
 
 
























Abbildung 16: Schematische Darstellung des in vitro-Transformationssystems zur Analyse der 
DNA-Importe und Transformation in H. pylori 
(A) Eine Flüssigkultur des Rezipienten-Stammes wurde mit genomischer DNA eines Rifr H. pylori 
Donor-Stammes inkubiert. Geeignete Mengen der Bakterien wurden auf selektiven Blutagarplatten 
verteilt und nach fünftägiger Inkubation die Anzahl Rif-resistenter Kolonien ausgezählt 
(Transformanten plus Spontanmutanten). Die Mutationsfrequenzen der Stämme wurden ermittelt, 
indem eine Kultur des Rezipienten ohne DNA-Zugabe auf die gleiche Weise untersucht wurde. 
(B) Zur Analyse der DNA-Importlängen wurde ein 1663 Bp langes Fragment des rpoB-Gens 
sequenziert, welches die Rif-Resistenz vermittelnde Punktmutation des Donor-Stammes enthält (blau). 
Die Sequenz der analysierten Klone wurde mit den Sequenzen des Rezipienten- (hier: 26695, blau) 
und des Donor-Stammes (hier: J99-R3, rot) verglichen. Die Allele des rpoB-Gens der Rezipienten- 
und Donor-Stämme unterscheiden sich je nach Stammkombination in 3,7-5,5% der Nukleotide, was 
sich in dem sequenzierten Fragment als 50-92 Polymorphismen widerspiegelt. Diese Polymorphismen 
ermöglichen die Abschätzung der Start- und Endpunkte der DNA-Importe. 
Durch die Inkubation mit Donor-DNA erhöhte sich die Anzahl an Rif-resistenten Klonen im 
Vergleich zur Mutationsfrequenz (siehe Abschnitt 4.1.1) um das 22- bis 199-fache. Die 
Frequenzen Rif-resistenter Klone nach Inkubation mit Donor-DNA variierten von 1,0×10-5 in 
der Kombination N6/26695-R1 bis 2,8×10-4 in der Kombination J99/26695-R1 um einen 
Mittelwert von 9,1×10-5 (Abbildung 17). 

































































Abbildung 17: Frequenzen Rif-resistenter Klone nach Inkubation mit Donor-DNA 
Die Balken stellen die Häufigkeit Rif-resistenter Klone der drei Rezipienten-Stämme 26695, J99 und 
N6 nach Inkubation mit verschiedenen Donor-DNA dar. In Klammern sind die Donor-Stämme 
dargestellt. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. Der Bayes Faktor (BF) ist für 
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kombination 26695/J99-R3 (schwarzer Balken) und 
zwischen den beiden N6-Kombinationen aufgeführt. Der BF wurde mit Hilfe der Berechnung des 
Schwarz Kriteriums (BIC) approximiert. (BF ≥10 = stark signifikant, BF ≥100 = entscheidend; 
Interpretation des BF siehe S. 55) Anzahl der Experimente: 26695(J99-R3): 33, 26695(N6-R1): 4, 
J99(26695-R1): 6, N6(26695-R1): 4, N6(J99-R3): 18 
Die Frequenz Rif-resistenter Klone des Stammes 26695 war signifikant niedriger, wenn er mit 
N6-R1 transformiert wurde als wenn die Transformation mit J99-R3 Donor-DNA 
durchgeführt wurde. Ähnliches konnte auch für den Rezipienten N6 gezeigt werden, der DNA 
des Donor-Stammes J99-R3 neunmal effizienter in sein Genom integrieren konnte als DNA 
des Stammes 26695-R1. Der Vergleich zweier Versuche, in denen die Transformation in beide 
Richtungen untersucht wurde, wie hier für die Stämme 26695 und J99 geschehen, zeigte 
ebenfalls starke Differenzen. Der Stamm J99 konnte DNA des Stammes 26695-R1 siebenmal 
häufiger in sein Genom einbauen als der Stamm 26695 DNA des Donors J99-R3 (Abbildung 
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17). Zwischen den Frequenzen Rif-resistenter Zellen der Kombinationen 26695/N6-R1 und 
N6/26695-R1 konnte kein signifikanter Unterschied beobachtet werden. 
4.2.2 Analyse der Länge der DNA-Importe verschiedener Rezipienten/Donor-
Kombinationen 
Zur Bestimmung der Länge der DNA-Importe in Rif-resistenten Klonen aus den 
Transformationsexperimenten wurde ein 1663 Bp langes PCR Fragment sequenziert (siehe 
Abschnitt 3.7) und dieses anschließend mit den Sequenzen des Rezipienten und des Donors 
verglichen. Die drei Wildtyp-Stämme unterscheiden sich in 3,7-5,5% ihrer Nukleotide im 
sequenzierten rpoB-Fragment, so dass die beiden Sequenzen in relativ regelmäßigen kurzen 
Abständen über das Fragment verteilt Sequenzunterschiede aufweisen. Dies ermöglichte es, in 
vielen Fällen die Start- und Endpunkte von Rekombinationsereignissen in dem Fragment mit 
hoher Genauigkeit zu identifizieren (Abbildung 18 und Abbildung 19). Bei einem Teil der 
Klone lagen eines oder beide Enden der importierten DNA außerhalb des sequenzierten 
Bereiches, so dass zur Abschätzung der Länge der Rekombinationsereignisse ein Bayes’sches 
Modell herangezogen werden musste. Dieses wurde von Dr. Xavier Didelot (Department of 
Statistics, University of Warwick, Coventry, Großbritannien) innerhalb einer Kooperation mit 
uns entwickelt. Dabei wurde die Länge der importierten Fragmente für die einzelnen 
Stammkombinationen mit Hilfe der Maximum-Likelihood-Methode (MLE, englisch: 
„maximum likelihood estimation“) abgeschätzt (siehe Abschnitt 3.11). 
Die mittleren Längen der importierten Donor-DNA-Fragmente lagen zwischen 1294 Bp 
(J99/26695-R1) und 3853 Bp (N6/J99-R3). Dabei waren die DNA-Importe des Rezipienten-
Stammes N6 mit über 3800 Bp signifikant länger als die Importe in den beiden anderen 
Rezipienten-Stämmen. Transformationen der Rezipienten 26695 und N6 mit genomischer 
DNA zweier unterschiedlicher Donor-Stämme führten zu keinen signifikanten Unterschieden 
der DNA-Importlängen. Im Stamm 26695 war die mittlere Länge der importierten Fragmente 
1681 Bp, wenn die Transformation mit DNA des Rif-resistenten Stammes J99-R3 
durchgeführt wurde und 2434 Bp nach der Zugabe von N6-R1 Donor-DNA. Der Unterschied 
der Importlängen war nicht signifikant. Auch beim Stamm N6 war die Länge der DNA 
unabhängig von der eingesetzten Donor-DNA. Die Analyse Rif-resistenter Klone des 
Stammes N6 ergab, dass die mittlere Importlänge nach Inkubation mit 26695-R1-DNA 3819 
Bp betrug und die Inkubation mit DNA des Stammes J99-R3 in einer Importlänge von 
3853 Bp resultierte (Tabelle 23, Abbildung 18 und Abbildung 19). Die im in vitro-Modell 
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ermittelten Importlängen waren drei- bis neunmal länger als die, durch die Untersuchung 
sequenzieller Isolate, bestimmten 417 Bp (Falush et al., 2001). 
Tabelle 23: Abschätzung der mittleren Importlängen von H. pylori 
Wildtyp-Stämmen mit Hilfe der Maximum-Likelihood-Methode 
Rezipient Donor N1 Importlänge2 [Bp] BF3 
26695 J99-R3 95 1681  
26695 N6-R1 26 2434 0,29 
J99 26695-R1 32 1294 0,19 
N6 26695-R1 25 3819 28,21 
N6 J99-R3 80 3853 4,43×104 
1: N = Anzahl der analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der 
Importlängen; 3: BF <3 = nicht signifikant, BF ≥10 = stark signifikant, BF 
≥100 =entscheidend; die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 
26695/J99-R3; Interpretation des BF siehe S. 55. 
Vergleiche der mittleren Länge der DNA-Importe in 5´-Richtung von der Rif-Resistenz 
vermittelnden Punktmutation des Donors aus gesehen mit den Längen der Importe die in 
3´-Richtung lagen, zeigten, dass sich die Importlängen auf beiden Seiten in keiner der 
analysierten Rezipient/Donor-Kombinationen signifikant voneinander unterschieden (Tabelle 
24). Diese Beobachtung spricht dafür, dass die Integration der Donor-DNA einer 
geometrischen Verteilung folgt, wodurch das Modell zur Bestimmung der Importlängen 
gerechtfertigt wird. 
Tabelle 24: Länge der DNA-Importe 5´-wärts und 3´-wärts von der Rif-
Resistenz vermittelnden Punktmutation des Donors 
Rezipient Donor N1 Importlänge2 [Bp] BF3 
   5´-wärts 3´-wärts  
26695 J99-R3 95 830 851 0,07 
26695 N6-R1 26 1053 1427 0,18 
J99 26695-R1 32 669 618 0,13 
N6 26695-R1 25 2130 1662 0,16 
N6 J99-R3 80 1466 2774 1,09 
1: N = Anzahl der analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der Importlängen 5´-
wärts bzw. 3´-wärts von der Rif-Resistenz vermittelnden Mutation des Donors; 3: Ein 
BF <3 stellt keinen signifikanten Unterschied dar. Mit Hilfe des BF wurden die 
Importlängen beiderseits der Mutation des Donors in den einzelnen Kombinationen 
verglichen¸ Interpretation des BF siehe S. 55. 
 

























Abbildung 18: Schematische Darstellung der Sequenz Rif-resistenter Klone des Stammes 26695 
nach Transformation mit J99-R3 Donor-DNA 
In der Abbildung sind die Sequenzen der einzelnen rekombinanten Klone nach Transformation des 
Stammes 26695 mit J99-R3 Donor-DNA dargestellt. Jede Reihe repräsentiert die Sequenz eines 
1663 Bp langen rpoΒ-Fragments. Die oberste Reihe (blau) stellt die Sequenz des Rezipienten 26695, 
die unterste Reihe (rot) die Sequenz des Donors J99-R3 dar. Vertikale gelbe Linien zeigen die 
Polymorphismen zwischen den beiden Stämmen an. Die grüne Linie markiert die Rif-Resistenz 
vermittelnde Punktmutation des Donors. Die Zahlen unter der Grafik bezeichnen die Position 
ausgehend von der Rif-Resistenz verleihenden Punktmutation (negative Zahlen 5´-wärts, positive 
Zahlen 3´-wärts). Die Reihen zwischen den Stämmen 26695 und J99-R3 zeigen die Sequenzen der 
analysierten Klone. Abschnitte zwischen zwei Nukleotiden an polymorphen Stellen, die identisch mit 
denen des Donors waren, sind rot, Sequenzabschnitte, die zwischen zwei polymorphen Nukleotiden 
lagen, die identisch mit der Sequenz des Rezipienten waren, sind blau eingefärbt. Weiß markierte 
Bereiche zwischen zwei Polymorphismen bezeichnen Abschnitte, bei denen die Herkunft nicht 
nachgewiesen werden kann. 
 

























Abbildung 19: Schematische Darstellung der Sequenz Rif-resistenter Klone des Stammes N6 
nach Transformation mit J99-R3 Donor-DNA 
Der Farbcode ist in Abbildung 18 erläutert. 
4.2.3 Untersuchung der Mosaikstruktur von DNA-Importen 
Die Untersuchung der in das Genom integrierten Donor-DNA-Fragmente zeigte, dass bei 
etwa 10% der Klone der importierte DNA-Abschnitt durch einen oder mehrere Segmente 
unterbrochen war, welche die Sequenz des Rezipienten aufwiesen (Abbildung 18 und 
Abbildung 19). Diese Bereiche wurden von uns mit der Abkürzung ISR (englisch: 
„interspersed sequences of the recipient“) bezeichnet. Einige der ISR umfassten nur ein 
einzelnes polymorphes Nukleotid, andere beinhalteten bis zu 21 Rezipienten-spezifische 
Nukleotide und waren bis zu 593 Bp lang. Die mittlere Länge der ISR variierte in den 
einzelnen Wildtyp-Stämmen zwischen 38 und 121 Bp (Tabelle 25). 
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Tabelle 25: Anzahl der Klone mit ISR und Abschätzung der ISR-Längen von H. pylori 
Wildtyp-Stämmen 




26695 J99-R3 95 8  39  
26695 N6-R1 26 3 0,19 121 1,20 
J99 26695-R1 32 4 0,20 38 0,24 
N6 26695-R1 25 5 0,66 110 1,62 
N6 J99-R3 80 8 0,12 114 2,26 
1: N = Anzahl der analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MISR = Anzahl der Klone mit ISR; 3: Ein 
BF <3 stellt keinen signifikanten Unterschied dar. Die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die 
Kombination 26695/J99-R3. 4: MLE der ISR-Längen; Interpretation des BF siehe S. 55. 
Die Analysen der verschiedenen Transformationskombinationen ergaben, dass acht von 95 
Klonen in der Kombination 26695/J99-R3, drei von 26 Klonen in 26695/N6-R1, vier von 32 
Klonen in J99/26695-R1, fünf von 25 Klonen in N6/26695-R1 und acht von 80 Klonen in der 
Kombination N6/J99-R3 ISR aufwiesen (Tabelle 25). Die verschiedenen Rezipienten/Donor-
Kombinationen zeigten bezüglich der Länge und der Anzahl an ISR keine signifikanten 
Unterschiede. 
Eine mögliche Ursache für die Entstehung der ISR könnte die Aktivität von Restriktions-
Modifikations-Systemen sein. Die Überprüfung dieser Hypothese wurde mit Hilfe 
statistischer Analysen durch unseren Kooperationspartner Dr. Xavier Didelot durchgeführt. 
Dabei wurden alle gefundenen ISR genutzt, um einen Zusammenhang zwischen dem 
Auftreten von ISR und den bekannten Erkennungsstellen für Restriktions-Modifikations-
Systeme von H. pylori zu untersuchen. In die Analysen wurden 36 der bekannten 
Erkennungsstellen für Restriktions-Modifikations-Systeme von H. pylori einbezogen (Tabelle 
18) (Lin et al., 2001; Vale und Vitor, 2007; Vitkute et al., 2001; Xu et al., 2000). Es konnten 
keine signifikanten Zusammenhänge zwischen dem Vorkommen dieser Sequenzmotive und 
den ISR gefunden werden. Dabei bleibt zu berücksichtigen, dass einige Schnittstellen nur 
selten in dem sequenzierten Fragment vorkommen, so dass eine statistische Analyse dieser 
Motive nur bedingt möglich war. 
4.2.4 Transformation des Wildtyp-Stammes 26695 mit J99-R3 PCR-Produkt 
Um zu testen, ob die Unterschiede der Frequenzen Rif-resistenter Klone nach DNA-Zugabe 
und der Länge der DNA-Importe mit der Methylierung der genomischen DNA 
zusammenhängen, wurde der Rezipient 26695 zusätzlich zur Transformation mit genomischer 
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DNA auch mit einem PCR-Produkt des Donor-Stammes J99-R3 im in vitro-System 
transformiert. Für die Transformation wurde ein 2370 Bp großes Fragment des rpoB-Gens 
eingesetzt, welches die Rif-Resistenz vermittelnde Punktmutation des Donors beinhaltete 
(Abbildung 20). Im Gegensatz zu genomischer DNA sind PCR-Produkte unmethyliert und 
werden dadurch von Restriktionsendonukleasen als fremd erkannt. Die fehlende Markierung 
des PCR-Fragments ermöglicht es, den Einfluss der Restriktions-Modifikations-Systeme auf 
die Rekombination zu analysieren. 
Die Frequenz Rif-resistenter Klone nach Zugabe des PCR-Produkts im Rezipienten 26695 
betrug 1,4×10-5 und unterschied sich damit nicht signifikant von der Frequenz nach 
Transformation mit genomischer DNA. Auch die Länge der DNA-Importe (2468 Bp) und die 
Anzahl der ISR (zwei Klone mit ISR von 19 sequenzierten Klonen) wichen nicht signifikant 
von den anderen Werten ab. Allerdings war die Länge der DNA-Importe in 3´-Richtung von 
der Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutation des Donors signifikant länger (MLE der 
Importlänge = 4700 Bp) als die der Importe in 5´-Richtung von der Punktmutation (MLE der 
Importlänge = 622 Bp, BF = 333,37), was sehr wahrscheinlich auf die Asymmetrie des 
verwendeten PCR-Produktes zurückzuführen war (Abbildung 20). 
698 1565, RifR 2361
Sequenziertes Fragment des rpoB-Gens (1663 bp)
1565 805
 
Abbildung 20: PCR-Produkt des J99-R3 rpoB-Gens zur Transformation des Stammes 26695 
Der graue Balken repräsentiert das aus dem Donor-Stamm J99-R3 amplifizierte 2370 Bp große PCR-
Fragment des rpoB-Gens. Die grüne Linie markiert die Rif-Resistenz vermittelnde Punktmutation des 
Donors an Position 1565 des Fragments. 1565 Bp des Fragments liegen 3´-wärts und 805 Bp 5´-wärts 
ausgehend von der Punktmutation. Der sequenzierte Bereich umfasst die Nukleotide von Position 698 
bis 2361. 
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4.3 Untersuchung des Einflusses des DNA-Aufnahmesystems auf die 
Mutationsfrequenz und Rekombination von H. pylori in vitro 
4.3.1 Frequenzen Rif-resistenter Klone mit und ohne Zugabe von Donor-DNA 
Freie genomische DNA wird in H. pylori durch das ComB-DNA-Aufnahmesystem in die 
Zellen transportiert. Um zu untersuchen, ob dieses System die Länge der importierten DNA 
reguliert oder an der Entstehung von ISR beteiligt ist, wurde eine Mutante mit einem 
inaktivierten comB10-Gen konstruiert. Das Gen kodiert für das Strukturprotein ComB10 
(Hofreuter et al., 2003; Terradot et al., 2005) des Aufnahmesystems und wurde als essentiell 
für die DNA-Aufnahme charakterisiert (Hofreuter et al., 2001). Das comB10-Gen wurde 
durch die Insertion der Kanamycin-Resistenz-Kassette aphA3´-III und der Deletion von 25 
Nukleotiden im Zentrum des Gens inaktiviert, so dass kein funktionelles ComB10-Protein 
mehr gebildet werden konnte (siehe Abschnitt 3.4 und Abbildung 6). 
Die Untersuchung des Stammes 26695comB10 im in vitro-Transformationssystem zeigte, dass 
sich die Mutationsfrequenz der Mutante nicht von der des Wildtyp-Stammes unterschied 
(Tabelle 26). Durch die Inkubation der Mutante mit genomischer DNA des Donor-Stammes 
J99-R3 wurde die Anzahl Rif-resistenter Kolonien im Vergleich zu der Anzahl an 
Rif-resistenten Spontanmutanten nicht erhöht. Die Sequenzierung der Klone zeigte, dass alle 
eine Punktmutation im rpoB-Gen trugen, die der Grund für die Rif-Resistenz war. Keiner der 
untersuchten Klone hatte DNA des Donors in das rpoB-Gen integriert. 
Tabelle 26: Mutations- und Rekombinationsfrequenzen der 26695comB10-Mutante 
Rezipient Donor Mutationsfrequenz Rekombinationsfrequenz 
  Mittel Std1 BF2 Mittel Std1 BF2 
26695 J99-R3 1,14×10-06 4,95×10-07  4,17×10-05 5,37×10-05  
266953 J99-R3EP 2,70×10-07 - - 3,21×10-05 2,88×10-05 0,08 
26695comB10 J99-R3 1,23×10-06 1,15×10-06 0,61 <10-08  1,97×1006 
26695comB10 J99-R3EP 9,95×10-07 1,95×10-07 0,08 1,40×10-05 1,52×10-05 1,01 
1: Standardabweichung; 2: BF <3 = nicht signifikant, BF ≥10 = stark signifikant, BF ≥100 = entscheidend; 
die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation des BF siehe 
S. 55. 3: Die Mutationsfrequenz wurde nur in einem Experiment bestimmt, so dass keine Berechnung der 
Standardabweichung und des BF möglich war. 
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4.3.2 Umgehung des DNA-Aufnahmesystems durch die Einbringung von Donor-DNA 
mittels Elektroporation 
Da die DNA des Donor-Stammes in der comB10-Mutante durch das defekte Aufnahmesystem 
nicht aus der Umgebung in die Bakterienzelle gelangen konnte, musste zur Untersuchung des 
Einflusses der DNA-Aufnahme auf die Importlänge und der Bildung von ISR das System 
umgangen werden. Dazu wurde die DNA mit Hilfe der Elektroporationsmethode (siehe 
Abschnitt 3.6) in die Bakterienzellen gebracht. 
Die Elektroporation von Bakterienzellen ohne die Zugabe von DNA zeigte, dass die Methode 
keinen signifikanten Einfluss auf die Häufigkeit Rif-Resistenz vermittelnder Mutationen im 
rpoB-Gen (BF = 0,08) hatte. Die Elektroporation mit Donor-DNA führte hingegen zu einem 
starken Anstieg der Anzahl resistenter Klone (1,4×10-5) im Rezipienten-Stamm 
26695comB10, die sich nicht signifikant von Anzahl Rif-resistenter Klone des Wildtyp-
Stammes 26695 nach natürlicher Transformation und nach Elektroporation unterschied 
(Tabelle 26). Die Analyse der Klone ergab, dass die mittlere DNA-Importlänge von 
rekombinanten Klonen nach Elektroporation mit 2228 Bp nicht signifikant von der des 
Wildtyp-Stammes nach natürlicher Transformation abwich. Die Anzahl an ISR innerhalb der 
untersuchten Sequenzen mit Import elektroporierter Klone des Stammes 26695comB10 war 
signifikant erhöht (BF = 11,45). Um die Auswirkung der Elektroporation zu überprüfen, 
wurden 32 Klone aus einer Elektroporation des Stammes 26695 untersucht, die ein Fragment 
der Donor-DNA importiert hatten. Auch im Wildtyp hatte die Elektroporation keinen 
signifikanten Einfluss auf die Länge der DNA-Importe; die Anzahl an ISR in den analysierten 
Sequenzen war im Gegensatz zur comB10-Mutante nicht höher als die Anzahl der ISR in 
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Tabelle 27: Importlänge und Bildung von ISR in der 26695comB10-
Mutante nach natürlicher Transformation bzw. Elektroporation mit 
J99-R3 Donor-DNA 
Rezipient N1 Importlänge2 [Bp] BF3 MISR4 BF3 
26695 95 1681  8  
26695 EP 32 1093 0,16 5 0,31 
26695comB10 0 _ _ 0 - 
26695comB10 
EP5 
25 2228 0,15 8 11,45 
Alle Transformationen wurden mit genomischer DNA des Stammes J99-R3 
durchgeführt. 1: N = Anzahl der analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der 
Importlängen; 3: BF <3 = nicht signifikant, BF ≥10 = stark signifikant, die Berechnung 
des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation des BF 
siehe siehe S. 55. 4: MISR = Anzahl der Klone mit ISR; 5: EP: elektroporiert 
 
4.4 Untersuchung der Auswirkung von Gen-Inaktivierungen der DNA-Reparatur- 
und Rekombinationsmechanismen von H. pylori im in vitro-
Transformationssystem 
Da die Analysen der 26695comB10-Mutante ergaben, dass die DNA-Aufnahme über das 
ComB-System weder für die Länge der DNA-Importe noch für die Entstehung von ISR 
verantwortlich war, wurde als nächstes die Hypothese geprüft, dass die Importlänge und/oder 
die Entstehung von ISR durch Gene der DNA-Reparatur- und Rekombinationssysteme 
bestimmt werden könnten. Um dieses überprüfen zu können, wurden Einzelgen-Mutanten der 
Glykosylasen mutY, nth und ung, der DNA-Endonuklease xth, der Rekombinase recA, des 
recB-Homologs HP1553, der DNA-Helikasen recG, recN, recR sowie der beiden 
Einzelstrang-DNA spezifischen Exonukleasen recJ und xseA hergestellt und die Auswirkung 
der Inaktivierungen im in vitro-Transformationssystem untersucht. Zusätzlich zu den 
Einzelgenmutanten wurde auch eine Doppelmutante der Gene recJ und xseA konstruiert und 
analysiert. 
Die Untersuchung im Transformationssystem wurde vorwiegend mit Mutanten des H. pylori-
Stammes 26695 durchgeführt. Analog zu den Wildtyp-Stämmen wurden die einzelnen 
Mutanten im Transformationssystem analysiert und charakterisiert (Abbildung 16). Die 
eingesetzte Donor-DNA stammte aus dem Stamm J99-R3. 
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4.4.1 Untersuchung der Rekombinase RecA 
Das RecA-Protein spielt eine zentrale Rolle in der Rekombination von Bakterien (Cox, 2003). 
Auch für H. pylori wurde die Wichtigkeit des Enzyms bei der Rekombination und der 
Reparatur von geschädigter DNA beschrieben (Fischer und Haas, 2004; Schmitt et al., 1995; 
Thompson und Blaser, 1995). Um die Auswirkung einer recA-Inaktivierung in unserem 
in vitro-Transformationssystem zu untersuchen, wurde die Mutante 26695recA konstruiert 
und charakterisiert. Die Inaktivierung von recA beeinflusste sowohl die Mutationsfrequenz als 
auch die Rekombination. So war die Frequenz Rif-resistenter Spontanmutanten im Vergleich 
zum 26695 Wildtyp-Stamm um das 16-fache reduziert (7,0×10-8, BF = 31,37). Die Zugabe 
von Donor-DNA des Rif-resistenten Stammes J99-R3 erhöhte die Anzahl Rif-resistenter 
26695recA-Klone nicht und die Sequenzierung ergab, dass sämtliche Klone Ergebnisse von 
Rif-Resistenz vermittelnden Spontanmutationen waren (Tabelle 28). 
 
Tabelle 28: Mutations- und Rekombinationsfrequenzen der 26695recA-Mutante 
Recipient Donor Mutationsfrequenz Transformationsfrequenz 
  Mittel Std1 BF2 Mittel Std BF2 
26695 J99-R3 1,14×10-06 4,95×10-07  4,17×10-05 5,37×10-05  
26695recA J99-R3 7,00×10-08 7,00×10-08 31,37 <10-08  2,99×1009 
1: Standardabweichung; 2: BF <3 = nicht signifikant, BF ≥10 = stark signifikant, BF ≥100 = entscheidend; die 
Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation des BF siehe siehe 
S. 55. 
4.4.2 Untersuchung des RecB-Homologs HP1553 
In E. coli leitet der RecBCD-Weg die Reparatur von Doppelstrangbrüchen in der DNA ein 
(Kuzminov, 1999) und stellt damit einen wichtigen Mechanismus zum Schutz der Bakterien 
dar. Die Reparatur kann nur stattfinden, wenn alle drei Enzyme sowie ATP vorhanden sind 
(Taylor und Smith, 1995; Taylor und Smith, 2003). Obwohl in H. pylori weder ein recC- noch 
ein recD-Homolog vorhanden sind, konnte innerhalb dieser Arbeit das Gen HP1553 als 
potenzielles recB-Homolog identifiziert werden. Dazu wurde das Genprodukt mit Hilfe des 
Programms zum Suchen von konservierten Domänen („CDS“, National Center for 
Biotechnology Information) sowie „BLASTP“ (National Center for Biotechnology 
Information) mit Proteinen von E. coli verglichen (Altschul et al., 1997; Altschul et al., 2005; 
Marchler-Bauer et al., 2005). Das von HP1553 kodierte Protein (945 Aminosäuren) zeigte 
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24% Identität zur RecB-Sequenz von E. coli K-12 in den ersten 437 Aminosäuren und 25 % 
Identität im Bereich der Aminosäuren 638-740. 
Die Inaktivierung des recB-Gens im Stamm 26695 führte zu einer um 88% niedrigeren 
Frequenz Rif-resistenter Spontanmutanten im Vergleich zum Wildtyp-Stamm (Abbildung 21). 
Auch die durch Rekombination hervorgerufene Rif-Resistenz nach der Transformation mit 
J99-R3 Donor-DNA war um 97% niedriger (1,3×10-6 resistente Klone pro Zelle, 
BF = 8,02×107) als im Stamm 26695 (Abbildung 22). 
Die importierten DNA-Fragmente hatten eine mittlere Länge von 2621 Bp und wiesen sieben 
ISR mit einer mittleren Länge von 85 Bp auf (Tabelle 29). Weder die Importlänge noch die 
Zahl der ISR unterschieden sich signifikant von denen des Wildtyp-Stammes. 
Tabelle 29: Importlänge und ISR des Stammes 26695recB nach Transformation mit J99-R3 
Rezipient N1 Importlänge2 [Bp] BFImport3 MISR4 BFM3 Länge der ISR5 [Bp] BFLänge3 
26695 95 1681  8  39  
26695recB 51 2621 2,00 7 0,22 85 0,76 
Die Transformationen wurden mit genomischer DNA des Stammes J99-R3 durchgeführt. 1: N = Anzahl der 
analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der Importlängen; 3: Ein BF <3 stellt keinen signifikanten 
Unterschied dar. Die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation 
des BF siehe S. 55. 4: MISR = Anzahl der Klone mit ISR; 5: MLE der ISR-Längen 
4.4.3 Untersuchung der Helikase RecG 
Die Helikase RecG ist in E. coli an der Migration und Auflösung von Holliday-Strukturen 
(McGlynn und Lloyd, 1999) sowie der rekombinativen Reparatur von DNA-Läsionen 
während der Replikation beteiligt (McGlynn und Lloyd, 2002). Für H. pylori wurde gezeigt, 
dass recG nicht für die Reparatur durch Rekombination genutzt wird und dass es durch die 
Inaktivierung zu einem Anstieg der Rekombinationsfrequenz kommt (Kang et al., 2004). Um 
zu überprüfen, ob die Inaktivierung des recG-Gens zusätzlich zur Erhöhung der 
Rekombinationsfrequenz auch zu einer Veränderung der DNA-Importe führt, wurde eine 
26695recG-Mutante im Transformationssystem untersucht. Die Inaktivierung des Gens hatte 
keine signifikante Auswirkung auf die Mutationsfrequenz der Mutante (6,3×10-7; BF = 0,18; 
Abbildung 21). Im Gegensatz dazu war die Frequenz Rif-resistenter Klone nach der 
Transformation mit Donor-DNA im Vergleich zum Wildtyp-Stamm um das Vierfache erhöht 
(1,6×10-4; BF = 1912; Abbildung 22). Die Inaktivierung des Gens hatte keinen signifikanten 
Einfluss auf die Länge der DNA-Importe oder die Häufigkeit des Auftretens von ISR (Tabelle 
30). 
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Tabelle 30: Importlänge und ISR des Stammes 26695recG nach Transformation mit J99-R3 
Rezipient N1 Importlänge2 [Bp] BFImport3 MISR4 BFM3 Länge der ISR5 [Bp] BFLänge3 
26695 95 1681  8  39  
26695recG 63 1912 0,08 8 0,18 62 0,36 
Die Transformationen wurden mit genomischer DNA des Stammes J99-R3 durchgeführt. 1: N = Anzahl der 
analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der Importlängen; 3: Ein BF <3 stellt keinen signifikanten 
Unterschied dar. Die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation 
des BF siehe S. 55. 4: MISR = Anzahl der Klone mit ISR; 5: MLE der ISR-Längen 
4.4.4 Untersuchung der Exonukleasen RecJ und ExoVII 
Untersuchungen der vier ssDNA-Exonukleasen RecJ, ExoI, ExoVII und ExoX von E. coli 
haben gezeigt, dass diese wichtige Funktionen in der Rekombination und der 
methylgerichteten Reparatur von DNA erfüllen (Chase und Richardson, 1977; Cooper et al., 
1993; Viswanathan und Lovett, 1998). In H. pylori sind nur zwei wahrscheinliche 
ssDNAExonukleasen gefunden worden, RecJ und ExoVII, deren Funktionen jedoch in 
H. pylori bisher nicht genauer untersucht wurden. 
Für die Charakterisierung der beiden H. pylori-Exonukleasen wurden das recJ-Gen sowie das 
für die große Untereinheit der Exonuklease VII kodierende Gen xseA durch die 
Unterbrechung mit einer Resistenzkassette inaktiviert. Im in vitro-Transformationssystem 
wurden sowohl die beiden Einzelgenmutanten im H. pylori-Stamm 26695 als auch eine 
Mutante, in der beide Gene inaktiviert waren, untersucht. Die Inaktivierung des recJ-Gens 
hatte weder eine Veränderung der Mutationsfrequenz noch eine Veränderung der Frequenz 
Rif-resistenter Klone nach Inkubation mit Donor-DNA zur Folge (Abbildung 21 und 
Abbildung 22). Dagegen zeigte die 26695xseA-Mutante eine signifikante 23-fache Erhöhung 
der Frequenz Rif-resistenter Klone durch Rekombination (9,7×10-4; BF = 1,01×1026; 
Abbildung 22) bei einer im Vergleich zum Wildtyp unveränderten Mutationsfrequenz. Auch 
die recJxseA-Doppelmutante wies eine erhöhte Frequenz Rif-resistenter Klone nach der 
Transformation mit Donor-DNA auf (1,3×10-4; BF = 28,80). Keine der zwei untersuchten 
ssDNA-Exonukleasen hatte einen Effekt auf die Länge der importierten Donor-DNA-
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Tabelle 31: Importlänge und ISR in den Einzelgenmutanten 26695recJ, 26695xseA und der 
Doppelmutante 26695recJxseA nach Transformation mit J99-R3 
Rezipient N1 Importlänge2 
[Bp] 
BFImport3 MISR4 BFM3 Länge der ISR5 
[Bp] 
BFLänge3 
26695 95 1681  8  39  
26695recJ 61 1989 0,11 8 0,20 78 0,61 
26695xseA 59 1938 0,10 11 0,75 78 0,65 
26695recJxseA 55 2348 0,50 8 0,26 43 0,25 
Die Transformationen wurden mit genomischer DNA des Stammes J99-R3 durchgeführt. 1: N = Anzahl der 
analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der Importlängen; 3: Ein BF <3 stellt keinen signifikanten 
Unterschied dar. Die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation 
des BF siehe S. 55. 4: MISR = Anzahl der Klone mit ISR; 5: MLE der ISR-Längen 
4.4.5 Untersuchung der Gene recN und recR 
Die beiden Enzyme RecN und RecR stellen in den Modellorganismen E. coli und B. subtilis 
wichtige Komponenten von Systemen zur rekombinativen Reparatur dar. RecR ist zusammen 
mit RecF und RecO an der Reparatur von Einzelstrangbrüchen beteiligt (Kuzminov, 1999) 
während RecN eine Beteiligung an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen 
zugesprochen wird (Kidane et al., 2004; Meddows et al., 2005). 
Die Inaktivierung der Gene recN und recR in H. pylori hatte keine signifikanten 
Veränderungen der Mutationsfrequenzen im Vergleich zum isogenen Wildtyp-Stamm 26695 
zur Folge (Abbildung 21). Beide Gen-Mutationen hatten aber einen starken Einfluss auf die 
Rekombination in H. pylori. 26695-Mutanten, denen das RecN-Protein fehlte, wiesen eine um 
91% niedrigere Frequenz Rif-resistenter Klone nach Inkubation mit J99-R3 Donor-DNA auf 
(3,9×10-6; BF = 1,58×108; Abbildung 22) als der Wildtyp-Stamm. Einen gegenteiligen Effekt 
hatte die Inaktivierung des recR-Gens. 26695recR-Mutanten hatten eine achtfach höhere 
Frequenz Rif-resistenter Klone nach der Transformation mit Donor-DNA (3,5×10-4; 
BF = 1,52×1011) als der Stamm 26695 (Abbildung 22). In Bezug auf die Länge der 
importierten DNA und die Anzahl an ISR gab es keine signifikanten Unterschiede zum 
Wildtyp (Tabelle 32). Allerdings war die mittlere Länge der ISR im Stamm 26695recR mit 
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Tabelle 32: Importlänge und ISR der Stämme 26695recN und 26695recR nach Transformation 
mit J99-R3 
Rezipient N1 Importlänge2 [Bp] BFImport3 MISR4 BFM3 Länge der ISR5 [Bp] BFLänge3 
26695 95 1681  8  39  
26695recN 59 2255 0,33 2 0,20 15 0,45 
26695recR 69 2026 0,12 6 0,11 170 10,27 
Die Transformationen wurden mit genomischer DNA des Stammes J99-R3 durchgeführt. 1: N = Anzahl der 
analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der Importlängen; 3: BF <3 = nicht signifikant, BF ≥10 = stark 
signifikant, die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation des BF 
siehe S. 55. 4: MISR = Anzahl der Klone mit ISR; 5: MLE der ISR-Längen 
4.4.6 Untersuchung der Glykosylasen Ung und Nth sowie der Endonuklease Xth 
Die Basen-Exzisions-Reparatur stellt einen wichtigen Mechanismus zur Verhinderung von 
Mutationen dar. Für die Exzision werden Glykosylasen, welche die N-glykosidische Bindung 
zwischen der beschädigten Base und der Desoxyribose hydrolysieren, sowie Endonukleasen, 
die die entstandene AP-Stelle entfernen, benötigt. Im Folgenden sind die Analysen der 
Glykosylasen Ung und Nth sowie der AP-Endonuklease Xth beschrieben. Auf Grund der 
besonderen Stellung der Glykosylase MutY in H. pylori sind die Untersuchungen der 
Rekombination von mutY-Mutanten in Abschnitt 4.4.7 gesondert aufgeführt. 
Die Inaktivierung des Endonuklease-Gens xth hatte keinen Effekt auf die im in vitro-
Transformationssystem untersuchten Parameter (Abbildung 21 und Abbildung 22, Tabelle 
33). In den beiden anderen 26695-Mutanten kam es im Vergleich zum Wildtyp zu einem 
signifikanten Anstieg der Mutationshäufigkeiten. Der Stamm 26695nth zeigte eine neunfache 
Erhöhung (9,7×10-6; BF = 1,63×1023) und der Stamm 26695ung eine Verdoppelung (2,4×10-6; 
BF = 1327) der Mutationshäufigkeit (Abbildung 21). Zusätzlich führte die Unterbrechung des 
nth-Gens zu einem Anstieg der Frequenz Rif-resistenter Klone pro Bakterienzelle um das 
Fünffache auf 2,2×10-4 (BF = 4,06×105; Abbildung 22). Die Länge der importierten DNA 
unterschied sich mit 1919 Bp im Stamm 26695nth und 2390 Bp in der ung-Mutante nicht 
signifikant vom 26695 Wildtyp-Stamm. Auch auf die Anzahl und Länge der ISR hatte die 
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Tabelle 33: Importlänge und ISR der Stämme 26695nth, 26695ung und 26695xth nach 
Transformation mit J99-R3 
Rezipient N1 Importlänge2 [Bp] BFImport3 MISR4 BFM3 Länge der ISR5 [Bp] BFLänge3 
26695 95 1681  8  39  
26695nth 53 1919 0,08 9 0,45 87 0,89 
26695ung 56 2390 0,60 7 0,18 55 0,31 
26695xth 33 1696 0,06 4 0,19 113 1,39 
Die Transformationen wurden mit genomischer DNA des Stammes J99-R3 durchgeführt. 1: N = Anzahl der 
analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der Importlängen; 3: Ein BF <3 stellt keinen signifikanten 
Unterschied dar. Die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 26695/J99-R3; Interpretation 






























































































































Abbildung 21: Mutationsfrequenzen der 26695-Mutanten 
In der Abbildung sind die Mutationsfrequenzen für den Wildtyp-Stamm 26695 sowie zehn isogene 
Mutanten und eine Doppelmutante verschiedener Gene der DNA-Reparatur- und 
Rekombinationssysteme von H. pylori mit Standardabweichungen dargestellt. Für Mutanten, die einen 
signifikanten Unterschied zum Wildtyp aufwiesen, ist der BF mit aufgeführt. (BF ≥30 = sehr stark 
signifikant, BF ≥100 = entscheidend; Interpretation des BF siehe S. 55) Anzahl der Experimente: 
26695: 35, 26695recA: 2, 26695recB: 3, 26695recG: 3, 26695recJ: 4, 26695xseA: 3, 26695recJxseA: 
3, 26695recN: 7, 26695recR: 3, 26695nth: 3, 26695ung: 3, 26695xth: 3 































































































































































































Abbildung 22: Frequenzen Rif-resistenter Klone der 26695-Mutanten nach Inkubation mit 
J99-R3 Donor-DNA 
In der Abbildung sind die Frequenzen des Wildtyp-Stammes 26695 sowie zehn isogener Mutanten und 
einer Doppelmutante in verschiedenen Genen der DNA-Reparatur- und Rekombinationssysteme von 
H. pylori nach Inkubation mit J99-R3 Donor-DNA mit Standardabweichungen dargestellt. Die 
angegebenen BF-Werte beziehen sich auf die Referenz-Kombination 26695/J99-R3 und sind nur für 
signifikante Abweichungen dargestellt. (BF ≥10 = stark signifikant, BF ≥100 = entscheidend; 
Interpretation des BF siehe S. 55) Anzahl der Experimente: 26695: 33, 26695recA: 4, 26695recB: 6, 
26695recG: 6, 26695recJ: 6, 26695xseA: 5, 26695recJxseA: 6, 26695recN: 14, 26695recR: 6, 
26695nth: 6, 26695ung: 6, 26695xth: 5 
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4.4.7 Analyse der Rekombination in mutY-Mutanten 
Da die Auswirkung einer Inaktivierung des mutY-Gens auf die Mutationsfrequenz von 
H. pylori schon ausführlich im Abschnitt 4.1 beschrieben wurde, wird in diesem Abschnitt 
ausschließlich auf das Verhalten der mutY-Mutante nach der Inkubation mit Donor-DNA 
eingegangen. 
Untersuchungen der Stämme 26695mutY und N6mutY nach der Inkubation mit J99-R3 
Donor-DNA im in vitro-System zeigten, dass die Inaktivierung der Glykosylase keine 
Auswirkung auf die Frequenz Rif-resistenter Klone nach der Inkubation mit Donor-DNA in 
den beiden Stämmen hatte. Die Frequenz des Stammes 26695mutY betrug 4,6×10-5 
Rif-resistente Klone pro Bakterienzelle und die des Stammes N6mutY 6,8×10-5. Damit 
unterschieden sich die Frequenzen nicht signifikant von denen der dazugehörigen Wildtyp-
Stämme. 
Auch ein möglicher Einfluss der MutY-Glykosylase auf die Länge der importierten DNA 
sollte untersucht werden. Dazu war es notwendig, Rif-resistente Klone des Stammes 
26695mutY nach Transformation mit J99-R3 Donor-DNA vor der Sequenzierung auf 
DNA-Importe zu überprüfen, da durch die gesteigerte Mutationsfrequenz des Stammes der 
Hintergrund an Spontanmutanten sehr hoch war. Diese Vorauswahl der Klone wurde mit Hilfe 
einer allelspezifischen PCR durchgeführt, die auf die Rif-Resistenz vermittelnde Mutation des 
Donor-Stammes J99-R3 (Position 1618 A zu T) selektierte. 43 der 250 analysierten Klone 
hatten ihre Rif-Resistenz durch die Rekombination von Donor-DNA erlangt und konnten zur 
Sequenzierung des rpoB-Fragments verwendet werden (Abbildung 23). 
 

























Abbildung 23: Schematische Darstellung der Sequenz Rif-resistenter Klone des Stammes 
26695mutY nach Transformation mit J99-R3 Donor-DNA 
In der Abbildung sind die Sequenzen der einzelnen rekombinanten Klone nach Transformation des 
Stammes 26695mutY mit J99-R3 Donor-DNA dargestellt. Jede Reihe repräsentiert die Sequenz eines 
1663 Bp langen rpoΒ-Fragments. Die oberste Reihe (blau) stellt die Sequenz des Rezipienten 
26695mutY, die unterste Reihe (rot) die Sequenz des Donors J99-R3 dar. Vertikale gelbe Linien zeigen 
die Polymorphismen zwischen den beiden Stämmen an. Die grüne Linie markiert die Rif-Resistenz 
vermittelnde Punktmutation des Donors. Die Zahlen unter der Grafik bezeichnen die Position 
ausgehend von der Rif-Resistenz verleihenden Punktmutation (negative Zahlen 5´-wärts, positive 
Zahlen 3´-wärts). Die Reihen zwischen den Stämmen 26695 und J99-R3 zeigen die Sequenzen der 
analysierten Klone. Abschnitte zwischen zwei Nukleotiden an polymorphen Stellen, die identisch mit 
denen des Donors waren, sind rot, Sequenzabschnitte, die zwischen zwei polymorphen Nukleotiden 
lagen, die identisch mit der Sequenz des Rezipienten waren, sind blau eingefärbt. Weiß markierte 
Bereiche zwischen zwei Polymorphismen bezeichnen Abschnitte, bei denen die Herkunft nicht 
eindeutig zugeordnet werden kann. 
Die Berechnung der mittleren Importlänge ergab, dass diese in der mutY-Mutante mit 
3268 Bp im Vergleich zum 26695-Wildtyp signifikant erhöht war (BF = 38,88). Die 
Importlänge war damit etwa doppelt so lang wie im Stamm 26695 (Tabelle 34). Die Anzahl 
und Größe der ISR wich nicht signifikant von den Wildtyp-Werten ab. 
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Tabelle 34: Importlänge und ISR der Stämme 26695mutY und 26695mutYcomp nach 
Transformation mit J99-R3 
Rezipient N1 Importlänge2 
[Bp] 
BFImport3 MISR4 BFM3 Länge der ISR5 
[Bp] 
BFLänge3 
26695 95 1681  8  39  
26695mutY 43 3268 38,88 10 1,15 22 0,39 
26695mutY 
comp 
40 1882 0,08 25 2,28×108 116 3,16 
Die Transformationen wurden mit genomischer DNA des Stammes J99-R3 durchgeführt. 1: N = Anzahl der 
analysierten Klone mit DNA-Importen; 2: MLE der Importlängen; 3: BF <3 = nicht signifikant, BF ≥30 = sehr 
stark signifikant, BF ≥100 = entscheidend; die Berechnung des BF erfolgte in Bezug auf die Kombination 
26695/J99-R3; Interpretation des BF siehe S. 55. 4: MISR = Anzahl der Klone mit ISR; 5: MLE der ISR-Längen 
Wie in Abschnitt 4.1.2 beschrieben, wurde zur Verifizierung der Ergebnisse die mutY-Mutante 
durch die Einführung eines intakten mutY-Gens komplementiert, um zeigen zu können, dass 
die Verlängerung der Importe in der mutY-Mutante direkt durch die Inaktivierung des 
mutY-Gens hervorgerufen wurde. Es zeigte sich, dass die Frequenz Rif-resistenter Klone nach 
Zugabe von DNA durch die Komplementierung des mutY-Gens signifikant beeinflusst wurde. 
Die Überexpression (Abbildung 9) von mutY führte zu einer um 96% niedrigeren Anzahl an 
Rif-resistenten Klonen pro Zelle als im Wildtyp-Stamm (Abbildung 24). 
 
 



















































Abbildung 24: Frequenzen Rif-resistenter Zellen nach Inkubation der Stämme 26695, 
26695mutY und 26695mutYcomp mit J99-R3 Donor-DNA  
In der Abbildung sind die Frequenzen durch Rekombination entstandener Rif-resistenter Klone pro 
Zelle der Stämme 26695, 26695mutY und 26695mutYcomp nach Inkubation mit DNA des Donor-
Stammes J99-R3 dargestellt. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. Zwischen dem 
Wildtyp-Stamm und dem Stamm 26695mutYcomp sowie zwischen der mutY-Mutante und dem 
komplementierten Stamm sind die Frequenzunterschiede signifikant (BF ist angegeben). Zwischen 
Stämmen, bei denen der BF nicht aufgeführt ist, besteht kein signifikanter Unterschied. (BF ≥100 = 
entscheidend. Der schwarze Balken kennzeichnet Stämme die miteinander verglichen wurden. 
Interpretation des BF siehe S. 55) Anzahl der Experimente: 26695: 33, 26695mutY: 6, 
26695mutYcomp: 5 
Die Untersuchung der rpoB-Sequenzen rekombinanter Klone ergab, dass durch die 
Komplementierung des mutY-Gens die Länge der importierten DNA-Fragmente mit 1882 Bp 
wieder ähnlich wie im 26695 Wildtyp-Stamm war (Tabelle 34) und entsprechend signifikant 
kürzer als in der mutY-Mutante. Von den 40 analysierten Rif-resistenten Klonen des Stammes 
26695mutYcomp wiesen 25 Sequenzen eine oder mehrere ISR auf, was einen signifikanten 
Anstieg im Vergleich zum Wildtyp-Stamm 26695 darstellte (BF = 2,28×108; Tabelle 34). 
Insgesamt waren 52 ISR in den importierten DNA-Fragmenten zu sehen. Der Mittelwert der 
Länge der ISR war 116 Bp, was eine beträchtliche aber nicht signifikante Differenz zum 
Wildtyp darstellte (BF = 3,16; Tabelle 34; Abbildung 25). 


























Abbildung 25: Schematische Darstellung der Sequenz Rif-resistenter Klone des Stammes 
26695mutYcomp nach Transformation mit J99-R3 Donor-DNA 
Der Farbcode ist in Abbildung 24 erläutert. 
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5 Diskussion 
Die ausgeprägte genetische Variabilität von H. pylori ist eine Besonderheit des Bakteriums, 
welche die Wissenschaft seit mehr als 20 Jahren beschäftigt. Bisher durchgeführte 
Untersuchungen der Diversität reichen von groß angelegten Studien der Nukleotidsequenzen 
von H. pylori-Populationen aus unterschiedlichen Regionen der ganzen Welt, über Vergleiche 
von verschiedenen Isolaten derselben Biopsie bis hin zu vergleichenden Analysen 
sequenzieller Isolate von Patienten (Falush et al., 2001; Kersulyte et al., 1999; Schwarz et al., 
2008; Suerbaum et al., 1998). All diese Studien zeigten, dass der Austausch an DNA zwischen 
verschiedenen H. pylori-Stämmen maßgeblich für die genetische Variabilität mit 
verantwortlich ist. Weiterhin konnte durch die Betrachtung von Sequenzen sequenzieller 
Isolate ermittelt werden, dass H. pylori vergleichsweise kurze DNA-Fragmente in sein 
Chromosom integriert, die eine berechnete mittlere Länge von 417 Bp hatten (Falush et al., 
2001). Hinzu kommt noch eine außergewöhnlich hohe Mutationsrate des Bakteriums, die mit 
etwa 10-6 ähnlich hoch ist, wie die von E. coli-Stämmen mit einem defekten „Mismatch“-
Reparatur-System (Bjorkholm et al., 2001b) und zusätzlich zur Diversifikation von H. pylori 
beiträgt. 
Trotz dieser vielfältigen Studien gibt es nur wenige Analysen der Mechanismen, welche die 
hohe Mutationsrate, die Rekombination und den Import nur kurzer DNA-Fragmente nach 
natürlicher Transformation bedingen. Innerhalb dieser Arbeit wurden mit Hilfe eines in vitro-
Transformationssystems der chromosomale DNA-Import in H. pylori-Wildtyp-Stämmen 
sowie die Mutations- und Rekombinationsfrequenzen genauer charakterisiert. Außerdem 
wurden H. pylori-Mutanten konstruiert, in denen einzelne Gene der DNA-Reparatur- und 
Rekombinationssysteme des Bakteriums inaktiviert waren. Durch die Untersuchung dieser 
Mutanten im Transformationssystem konnten Aussagen über den Einfluss der Gene bzw. ihrer 
Produkte auf die Mutationsfrequenz und den DNA-Austausch in H. pylori gemacht werden. 
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5.1 Mutationsfrequenzen von H. pylori-Wildtyp-Stämmen 
H. pylori zeichnet sich durch eine sehr hohe Mutationsrate aus. Untersuchungen von 
29 H. pylori-Isolaten haben gezeigt, dass die Frequenz Rif-Resistenz vermittelnder 
Mutationen des Bakteriums eine starke Variationsbreite zwischen verschiedenen Stämmen 
aufweist (zwischen 3×10-5 und 4×10-8). Der Medianwert der Mutationsfrequenzen lag in der 
Studie bei 10-6 (Bjorkholm et al., 2001b). Innerhalb dieser Dissertation wurden die 
Mutationsfrequenzen der H. pylori-Stämme 26695, J99 und N6 ermittelt. Dazu wurden die 
Frequenzen Rif-Resistenz vermittelnder Mutationen der drei Stämme gemessen. Rif-Resistenz 
wird durch Punktmutationen im Gen rpoB vermittelt, welches für die DNA-abhängige RNA-
Polymerase kodiert. Das rpoB-Gen ist innerhalb der Prokaryoten stark konserviert, wodurch 
das RifR/rpoB-System eine universelle Methode zur Analyse von Spontanmutationen in 
Bakterien darstellt (Garibyan et al., 2003). Die Mutationsfrequenzen der drei untersuchten 
H. pylori-Stämme 26695, J99 und N6 variierten um einem Mittelwert von 1×10-6 (9,5×10-7-
1,3×10-6) und stimmten damit gut mit den von Bjorkholm et al. ermittelten Frequenzen 
überein (z.B. Stamm 26695; diese Arbeit: 9,5×10-7, Bjorkholm: 1,3×10-6). Diese Werte liegen 
weit oberhalb von denen für die meisten anderen Bakterien. In E. coli Wildtyp-Stämmen liegt 
die Frequenz Rif-Resistenz vermittelnder Mutationen beispielsweise im Bereich von etwa 
5×10-8 (Garibyan et al., 2003; Hasegawa et al., 2008) und nur in Stämmen mit defekten 
Genen der „Mismatch“-Reparatur oder des Basen-Exzisions-Systems lassen sich 
Mutationsfrequenzen um 10-6 finden (Garibyan et al., 2003; Horst et al., 1999; Miller, 1996). 
Die erhöhte Mutationshäufigkeit in H. pylori hängt wahrscheinlich mit der Abwesenheit 
wichtiger Proteine der DNA-Reparatur-Systeme zusammen, die in anderen Bakterien 
Beschädigungen der DNA beheben. So fehlen beispielsweise Teile des „Mismatch“-
Reparatur-Systems, wie die Gene mutH und mutL. Ein mutS-Homolog ist zwar auch in 
H. pylori vorhanden, gehört aber zu einer Untergruppe von MutS-Proteinen, die nicht an der 
Reparatur von Fehlpaarungen der DNA beteiligt sind, sondern Funktionen bei der 
Rekombination haben (Eisen, 1998; Pinto et al., 2005). Außerdem sind im Gegensatz zu 
anderen Bakterien in H. pylori keine redundanten DNA-Reparaturmechanismen bekannt. In 
E. coli existieren zum Beispiel mehrere Proteine, MutY, MutM und MutT, die Mutationen im 
Genom entgegen wirken, welche durch den Einbau oxidativ geschädigten Guanins in die 
DNA hervorgerufen werden (Michaels et al., 1992; Michaels und Miller, 1992). H. pylori 
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besitzt hingegen offenbar nur ein Homolog des mutY-Gens, welches Mutationen durch 
oxidiertes Guanin verhindern kann (Kang und Blaser, 2006a). 
 
5.2 MutY wirkt als starker Antimutator in H. pylori 
Oxidative Schädigungen der DNA sind ein großes Problem für Lebewesen, da sie hoch 
mutagen sind und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) nicht nur von außen auf die Zellen 
einwirken, sondern auch in den Zellen während metabolischer Prozesse als Nebenprodukte 
entstehen. Eine sehr häufig auftretende Veränderung ist die Oxidation von Guanin zu 8-Oxo-
7,8-dihydroguanin (8-OxoG). Die mutagene Wirkung von 8-OxoG beruht darauf, dass sowohl 
Cytosin als auch Adenin Basenpaarungen mit ihm eingehen können, der falsche Einbau des 
Adenins aber während der Replikation von den entsprechenden Polymerasen nicht erkannt 
wird (David et al., 2007). Dadurch erhält eine der Tochterzellen nach der Replikation eine 
Transversion von G:C zu T:A. In E. coli sind mehrere Proteine an der Prävention vor 
Mutationen in der DNA durch 8-OxoG beteiligt (Michaels et al., 1992; Michaels und Miller, 
1992). Eine wichtige Rolle spielt dabei die Glykosylase MutY, welche ein Teil des Basen-
Exzisions-Systems von Bakterien ist. Die Inaktivierung des mutY-Gens in den drei H. pylori-
Stämmen 26695, J99 und N6 führte zu einer starken Erhöhung der Mutationsfrequenzen im 
Vergleich zu den Wildtyp-Stämmen. Durch die Komplementierung des mutY-Gens im Stamm 
26695mutY verringerte sich die Mutationsfrequenz wieder auf ein Niveau, welches mit der 
Frequenz des Wildtyp-Stammes vergleichbar war. Dadurch konnte gezeigt werden, dass es 
sich bei der Erhöhung der Frequenz Rif-resistenter Klone nach der mutY-Inaktivierung nicht 
um Auswirkungen handelte, die indirekt durch die eingebrachte Resistenzkassette 
hervorgerufen wurden, sondern der Effekt ausschließlich aus der Inaktivierung des mutY-Gens 
resultierte. Die in dieser Arbeit ermittelten Mutationsfrequenzen stimmen gut mit den 
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen überein (Eutsey et al., 2007; Huang et al., 2006; 
Mathieu et al., 2006). Die drei Gruppen analysierten den Effekt einer mutY-Inaktivierung in 
jeweils einem H. pylori-Stamm (SS1/JP26/X47-2AL) und ermittelten einen Anstieg der 
Mutationsfrequenzen um das 12-, 26- und 325-fache im Vergleich zu den entsprechenden 
Wildtyp-Stämmen. Die Analysen in dieser Arbeit zeigten einen 14-, 25- und 26-fachen 
Anstieg der Mutationsfrequenz nach Inaktivierung von mutY und liegen damit zwischen dem 
niedrigsten und höchsten Wert der anderen Studien. Der sehr hohe Anstieg der 
Mutationsfrequenz nach der Inaktivierung des mutY-Gens in der Studie von Eutsey et al. 
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(325-fach) könnte ein Resultat der unterschiedlichen Methoden zur Messung der 
Mutationsfrequenzen sein oder einen stammspezifischen Unterschied darstellen. Die 
Inkubation der Bakterien erfolgte sowohl in der Studie von Eutsey et al. als auch in den 
Experimenten dieser Arbeit bei einer Sauerstoffkonzentration von 5% und kann die 
vorhandenen Differenzen somit nicht erklären. 
 
5.3 MutY schützt eine bestimmte Position im rpoB-Gen effektiver vor Transversionen 
als andere 
Für mehr als zehn verschiedene Punktmutationen im rpoB-Gen ist beschrieben, dass sie das 
Bakterium resistent gegenüber Rifampicin machen. Zur Untersuchung der Mutationen wurde 
ein 731 Bp großes Fragment des Gens sequenziert, in dem sich die meisten der Rif-Resistenz 
vermittelnden Mutationen befinden (Abbildung 11). Die genaue Charakterisierung der 
Verteilung der Punktmutationen in den drei Wildtyp-Stämmen 26695, J99 und N6 ergab, dass 
die Rif-Resistenz besonders häufig durch eine C→A-Transversion an der Position 1573 im 
rpoB-Gen hervorgerufen wurde. Die Inaktivierung des Gens mutY in den Stämmen führte zu 
einer Verschiebung der häufigsten Mutation. Analysen Rif-resistenter Klone der drei mutY-
Mutanten 26695mutY, J99mutY und N6mutY zeigten, dass für die Rif-Resistenz der Klone 
meistens eine Transversion an der Position 1618 verantwortlich war, die in den 
Wildtyp-Stämmen deutlich seltener zu finden war. Die Mutationsrate war an Position 1618 im 
Stamm J99 fast 90-fach und in den beiden anderen Stämmen sogar mehr als 240-fach erhöht. 
Diese Beobachtung lässt vermuten, dass die Position 1618 von MutY besonders effektiv 
geschützt wird, wohingegen die MutY-Glykosylase nur einen geringen oder gar keinen Effekt 
auf die anderen im Wildtyp vorgefundenen Punktmutationen hat. Nur im Stamm N6 wurde 
zusätzlich eine 22-fache Erhöhung der C→A-Transversionen an der Position 1573 ermittelt. 
Der Grund für den besonderen Schutz bestimmter Nukleotide durch MutY ist bisher noch 
nicht geklärt. Rif-resistente Stämme mit einer Mutation an Position 1573 und Stämme mit 
einer Rif-Resistenz vermittelnden Mutation an Position 1618 zeigten keine Unterschiede in 
ihren Wachstumskurven und auch die minimale Hemmkonzentrationen (MHK) von 
Rifampicin waren in beiden Stämmen sehr hoch (>256 µg/ml). Aufgrund der Ergebnisse der 
Untersuchungen des bakteriellen Wachstums und der MHK der beiden Rif-resistenten 
Stämme konnten durch die Mutation an Position 1618 hervorgerufene Wachstumsdefizite 
oder unterschiedliche Resistenzen gegen Rifampicin als Ursache für die unterschiedlich 
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effektive Reparatur von C→A-Transversionen an der Position 1573 und der Position 1618 
ausgeschlossen werden. Sanchez et al. konnten in einer Untersuchung der MutY-Glykosylase 
von E. coli zeigen, dass der Sequenzkontext die Effektivität der Reparatur durch das Enzym 
beeinflusst (Sanchez et al., 2003). In der Studie stellten sie fest, dass eine Fehlpaarung 
innerhalb der Sequenz G-AG-T (die unterstrichenen Buchstaben stellen die Fehlpaarung dar) 
stabiler war und dadurch seltener durch MutY repariert wurde, als wenn die Fehlpaarung 
innerhalb der Sequenz G-AG-A lag. Da in der rpoB-Sequenz von H. pylori die Position 1618 
(häufigste Punktmutation in Rif-resistenten mutY-Mutanten) von den Nukleotiden G und A 
umgeben ist und die Position 1573 (häufigste Mutation in Rif-resistenten Klonen der Wildtyp-
Stämme) von G und T flankiert ist, könnte das E. coli-Modell eine Erklärung für die 
Unterschiede in der Mutationsverteilung zwischen H. pylori Wildtyp-Stämmen und mutY-
Mutanten sein. 
 
5.4 Ein Verlust von MutY führt zu einem Fitnessdefizit in H. pylori 
Der Vergleich der Wachstumskurven des Stammes 26695 und der isogenen mutY-Mutante 
zeigte, dass die Inaktivierung des Gens keinen Einfluss auf das Wachstum der Bakterien in 
Flüssigkulturen hatte (Abbildung 13). Dennoch war möglich, dass der Verlust der 
MutY-Glykosylase zu Nachteilen in der Fitness gegenüber Stämmen mit einem intakten 
Protein führen könnte. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden die Stämme 26695 und 
26695mutY ko-kultiviert und der Anteil eines jeden Stammes in der Kultur an verschiedenen 
Zeitpunkten bestimmt (Abbildung 14). Beide Stämme wiesen in der lag- und exponentiellen 
Phase ein einheitliches Wachstum auf, in der stationären Phase der Kultur nahm der Anteil 
kultivierbarer Bakterien der Mutante aber stark ab und nach 48 Stunden waren über 90% der 
Kolonie-bildenden Einheiten 26695 Wildtyp-Bakterien. Der Grund dafür könnte eine 
Anhäufung von Mutationen im Chromosom der Mutante sein, die den Stamm z.B. im 
Wettbewerb um Nährstoffe mit dem Wildtyp-Stamm in der Flüssigkultur benachteiligten. 
Dieser Verlust der Fitness könnte auch der Grund für eine schlechtere Besiedelung des 
Magens der Maus durch eine mutY-Mutante sein, die von Eutsey et al. beobachtet wurde 
(Eutsey et al., 2007). 
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5.5 Phasenvariabilität von mutY und die Auswirkung auf die Mutationsrate 
Phasenvariable Gene spielen eine wichtige Rolle in der Diversitätsentwicklung von H. pylori 
(Suerbaum und Josenhans, 2007). Das mutY-Gen von H. pylori enthält eine homopolymere 
Sequenzwiederholung aus acht Adeninresten, welche eine Regulation des Gens durch 
Phasenvariation bewirken könnte. Da die Sequenz eines mutY-Fragments, welche die 
Sequenzwiederholung des Gens enthielt, Teil eines der Fragmente des H. pylori-MLST-
Schemas ist (Achtman et al., 1999), das in mehreren großen Studien der globalen Diversität 
von H. pylori eingesetzt wurde (Falush et al., 2003; Linz et al., 2007), war es möglich, die 
Variabilität der homopolymeren Sequenz in über 1600 Stämmen zu analysieren. Die Stämme 
SA166A und JP9 wiesen anstelle der acht Adeninreste nur sieben Adeninreste in der 
Sequenzwiederholung auf. Diese zwei Stämme konnten zusätzlich zum Stamm Ala15, der 
ebenfalls einen 7×A-„Repeat“ aufweist (Huang et al., 2006), innerhalb dieser Arbeit durch die 
Sequenzrecherche in einer größeren Datenbank ermittelt werden (Linz et al., 2007). Durch die 
verkürzte Sequenzwiederholung kommt es zu einer Leserasterverschiebung, die zu einem 
verfrühten Stopp-Kodon im mutY-Gen führt. Die Stämme Ala15 und SA166A standen für 
Analysen zur Verfügung und wurden zur Bestimmung der Mutationsfrequenzen sowie zur 
Untersuchung der Verteilung der Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutationen im rpoB-Gen 
genutzt. Anders als es der Verlust von MutY erwarten ließ, wiesen die beiden Stämme 
Mutationsfrequenzen auf dem Niveau der untersuchten Wildtyp-Stämme mit intaktem 
mutY-Gen auf. Allerdings war die Verteilung der Mutationen ähnlich wie in den mutY-
Mutanten der Stämme 26695, J99 und N6 mit einer C→A-Transversion an Position 1618 des 
rpoB-Gens als häufigste Punktmutation (Abbildung 12 und Abbildung 15). Diese 
Beobachtungen zeigen, dass die Mutationsrate in H. pylori von verschiedenen Faktoren 
abhängt. Die natürliche Inaktivierung des mutY-Gens könnte beispielsweise dazu dienen, eine 
sehr niedrige Mutationsrate des parentalen Stammes zu kompensieren. Eine weitere 
Möglichkeit wäre, dass andere Reparaturmechanismen in den Stämmen hoch reguliert sind, 
um die erhöhte Mutationsrate durch den Wegfall der MutY-Glykosylase aufzufangen. Die 
letztere Hypothese wird durch die Ergebnisse gestützt, dass trotz einer niedrigen 
Mutationsfrequenz die Verteilung der Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutationen denen der 
mutY-Mutanten ähnelte. 
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5.6 Rekombinationsfrequenzen von H. pylori-Wildtyp-Stämmen 
Neben der sehr hohen Mutationsrate ist eine weitere Besonderheit von H. pylori der häufige 
Austausch von DNA zwischen verschiedenen Stämmen. Dieser beruht auf der natürlichen 
Kompetenz des Bakteriums (Nedenskov-Sorensen et al., 1990). Ein wichtiger Mechanismus 
ist dabei der Import exogener DNA in das Zellinnere des Bakteriums mit Hilfe des 
ComB-DNA-Aufnahmesystems (Hofreuter et al., 1998; Hofreuter et al., 2001; Karnholz et 
al., 2006; Smeets und Kusters, 2002). Zur Bestimmung der Transformationsfrequenzen der 
H. pylori-Wildtyp-Stämme 26695, J99 und N6 wurden diese in einem eigens dafür 
entwickelten in vitro-Transformationssystem (Kraft, 2004) mit DNA verschiedener 
H. pylori-Donor-Stämme inkubiert und anschließend rekombinante Klone selektiert. Als 
Selektionsmarker wurde eine Punktmutation im rpoB-Gen der Donor-Stämme genutzt, welche 
Resistenz gegen Rifampicin verleiht. Das System ermöglichte es, die Häufigkeit Rif-
resistenter Klone nach der Inkubation mit Donor-DNA (Rekombinantenfrequenz) zu 
ermitteln. Durch die Inkubation mit Donor-DNA erhöhte sich die Anzahl Rif-resistenter 
Klone um das 22- bis 199-fache im Vergleich zur Anzahl Rif-resistenter Spontanmutanten. 
Die Frequenz Rif-resistenter Klone pro Bakterienzelle lag im Mittel bei 9×10-5, variierte aber 
in Abhängigkeit von der Kombination von Rezipienten-Stamm und Donor-DNA stark 
(Abbildung 17). So lag die Frequenz des Stammes 26695 bei 4,2×10-5, wenn er mit DNA des 
Stammes J99-R3 transformiert wurde; die Inkubation mit Donor-DNA des Stammes N6-R1 
resultierte hingegen in einer signifikanten um ein Drittel niedrigeren Frequenz Rif-resistenter 
Klone. Auch im Stamm N6 wichen die Frequenzen nach der Inkubation mit der DNA zweier 
verschiedener Donor-Stämme (26695-R1, J99-R3) voneinander ab. Die Transformation mit 
DNA des Stammes J99-R3 war neunmal effizienter als eine Transformation mit 
26695-R1-DNA und im Vergleich zur Kombination 26695/J99-R3 war die Frequenz der 
Kombination N6/J99-R3 um mehr als das Zweifache erhöht. Die Umkehr der Stamm-
Kombination 26695/J99-R3, J99/26695-R1, resultierte in einem hoch signifikanten 
siebenfachen Anstieg der Frequenz Rif-resistenter Klone. Dieses Experiment zeigt, dass die 
Richtung der Transformation die Frequenz stark beeinflusst und deutet darauf hin, dass 
Eigenschaften des Rezipienten für die Transformationsfrequenz verantwortlich sind. Diese 
Ergebnisse zeigen auch, dass die Transformationsfrequenz nicht nur vom Grad der Homologie 
der DNA abhängig ist. 
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Um zu untersuchen, ob die teils stammspezifischen Restriktions-Modifikations-Systeme 
(RM-Systeme) der H. pylori-Stämme bei der Regulation der Rekombinationsfrequenzen eine 
Rolle spielen (Kong et al., 2000; Lin et al., 2001; Vale und Vitor, 2007; Vitkute et al., 2001; 
Xu et al., 2000), wurde der Stamm 26695 mit einem PCR-Fragment des rpoB-Gens des 
Stammes J99-R3 transformiert. Da PCR-Produkte nicht methyliert sind, müsste das rpoB-
Fragment von allen RM-Systemen des Rezipienten als „fremd“ erkannt werden, so dass nicht 
nur die stammspezifischen RM-Systeme die Frequenz Rif-resistenter Klone beeinflussen, wie 
es bei der Transformation mit genomischer DNA der Fall ist. Dadurch könnte es zu einer 
Veränderung der Frequenz kommen, da das PCR-Produkt stärker abgebaut würde. Die 
Inkubation des Stammes 26695 mit einem PCR-Produkt des Stammes J99-R3 führte zu keiner 
signifikanten Veränderung der Frequenz Rif-resistenter Klone im Vergleich zur Frequenz des 
Stammes nach der Inkubation mit genomischer DNA des Stammes J99-R3. Somit konnte 
zumindest in dieser Stamm-Kombination keine Auswirkung der RM-Systeme auf die 
Frequenz Rif-resistenter Klone nach der Inkubation mit einem unmethylierten PCR-Fragment 
nachgewiesen werden. Auch Aras et al. konnten keinen Unterschied in der 
Transformationsfrequenz nach der Zugabe von genomischer DNA eines Streptomycin-
resistenten Stammes im Vergleich zur Transformationsfrequenz nach der Zugabe eines PCR-
Produkts des resistenten Stammes beobachten (Aras et al., 2002), so dass RM-Systeme 
zumindest bei der Regulation der Transformationsfrequenz nach Kontakt mit linearer DNA in 
H. pylori wahrscheinlich keine große Rolle spielen. 
 
5.7 Länge der DNA-Importe in H. pylori-Wildtyp-Stämmen 
Sequenzuntersuchungen von zehn Genfragmenten sequenzieller H. pylori-Isolate haben 
gezeigt, dass die analysierten Stämme häufig eine Mosaikstruktur in ihren Sequenzen 
aufwiesen, die ein Resultat von Rekombinationsereignissen zwischen unterschiedlichen 
H. pylori-Stämmen war. Die Berechnung der Importlängen in diesen Stämmen ergab, dass die 
in das Genom integrierten DNA-Fragmente eine mittlere Länge von nur 417 Bp hatten 
(Falush et al., 2001). Damit war die Importlänge in H. pylori deutlich kürzer als Importlängen 
anderer Bakterienarten, bei denen die Länge der integrierten Fragmente zwischen 2000 Bp 
und 14000 Bp lagen (Enright und Spratt, 1999; Fornili und Fox, 1977; Guild et al., 1968; Linz 
et al., 2000; McKane und Milkman, 1995). 
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Trotz dieser außergewöhnlichen Eigenschaft von H. pylori ist die Länge der DNA-Importe 
bisher noch nicht in vitro unter standardisierten Bedingungen analysiert worden. Durch die 
Sequenzierung eines 1663 Bp langen Fragments des rpoB-Gens Rif-resistenter Klone aus 
einem Transformationsexperiment war es möglich, die Länge der in das Genom integrierten 
DNA in verschiedenen Rezipient/Donor-Kombinationen zu ermitteln. Insgesamt wurden 258 
Klone der Wildtypstämme 26695, J99 und N6 nach Transformation mit DNA verschiedener 
Donor-Stämme, die DNA des Donors inklusive der Rif-Resistenz vermittelnden 
Punktmutation importiert hatten, analysiert. Die berechnete mittlere Länge der DNA-Importe 
lag zwischen 1294 Bp und 3853 Bp und differierte signifikant zwischen verschiedenen 
Kombinationen von Rezipienten-Stamm und Donor-DNA. Die Importlänge wurde mit Hilfe 
eines Modells abgeschätzt, welches auf Bayes´scher Statistik beruhte. Dieses Modell wurde 
von unseren Kooperationspartner Dr. Xavier Didelot entwickelt. Die Anwendung eines 
solchen komplexen Modells war notwendig, da nicht in allen Klonen ein Anfangs- und 
Endpunkt des DNA-Imports in dem sequenzierten Fragment vorhanden war. In manchen 
Klonen war nur ein einzelnes Ende des Imports zu finden und andere Klone hatten DNA über 
die gesamte 1663 Bp lange Sequenz hinweg integriert. Eine Berechnung der Importlänge 
unter der Annahme eines Importmaximums von 1663 Bp hätte zu einer Unterschätzung der 
Länge der importierten DNA geführt und somit die Wirklichkeit nur sehr bedingt 
widergespiegelt. Das mathematische Modell ermöglichte es, trotz dieser Problematik eine 
genaue Abschätzung der Importlängen zu machen. Obwohl diese Importlängen im Vergleich 
zu anderen Bakterienarten immer noch kurz waren, übertrafen sie die Längen, die in der 
Studie von Falush et al. bestimmt wurden, um das Drei- bis Neunfache. Es gibt mehrere 
Möglichkeiten, die für diese deutlichen Unterschiede verantwortlich sein könnten. Zum einen 
sind die Sequenzen eines klinischen Isolats nur Momentaufnahmen eines einzelnen Klons 
ohne die Kenntnis der genauen Sequenz des Rezipienten und vor allem ohne die Kenntnis der 
Sequenz des Donor-Stammes. Die Donor-DNA könnte beispielsweise von einem Stamm 
stammen, der bereits selbst DNA des anderen Stammes in sein Genom integriert hat, so dass 
nur noch ein verkürzter Abschnitt der ursprünglichen Sequenz des Donors vorhanden ist. Zum 
anderen könnten auch stammspezifische Unterschiede zwischen den von Falush et al. 
charakterisierten sequenziellen Isolaten und den in dieser Arbeit analysierten Wildtyp-
Stämmen für die Diskrepanz zwischen den Importlängen verantwortlich sein. Dafür spräche 
die Beobachtung, dass sich auch die im Transformationssystem ermittelten Importlängen um 
einen Faktor von drei zwischen der kürzesten und der längsten ermittelten mittleren 
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Importlänge unterschieden. Weiterhin sind an dieser Stelle die methodischen Unterschiede der 
beiden Untersuchungen zu diskutieren. Die mit Hilfe der in vitro-Transformation ermittelten 
Importlängen sind durch die Betrachtung eines einzelnen langen Genfragments (1663 Bp) 
unter Verwendung eines Selektionsmarkers bestimmt worden. Hingegen wurden zur Analyse 
der sequenziellen Isolate zehn kurze Genfragmente (insgesamt 4658 Bp) ohne 
Selektionsdruck betrachtet. Auch die Zeiträume, in denen sich Rekombinationsereignisse 
abspielen konnten, variieren stark zwischen den beiden Studien. In dieser Arbeit wurde der 
Rezipient für nur acht Stunden mit der DNA des Donor-Stammes zusammen inkubiert, so 
dass es zu einer Zellteilung kommen konnte. Durch diese kurze Inkubationszeit wurde die 
Wahrscheinlichkeit für weitere Rekombinationsereignisse und Punktmutationen im rpoB-Gen 
minimiert. Die Biopsieentnahmen zur Analyse der sequenziellen Isolate lagen mehrere 
Monate auseinander, was die Möglichkeit mehrfacher DNA-Austausche zwischen Stämmen 
erhöhte. Letztlich ist auch die Probengröße ein entscheidender Unterschied zwischen den 
beiden Arbeiten. Nur acht Klone mit Importen standen für die Analysen der klinischen Isolate 
zur Verfügung. In dieser Arbeit basieren die ermittelten Werte auf die Untersuchung von 25 
bis 95 Klonen pro Stamm-Kombination. 
Die Sequenzen der Rezipienten- und Donor-Allele unterscheiden sich im analysierten 
rpoB-Fragment je nach Stammkombination zwischen 3,8% und 5,4%, was die Frage aufwirft, 
ob die Differenzen der Importlängen verschiedener Rezipient/Donor-Kombinationen durch 
diese Sequenzunterschiede bedingt sind. Gegen diese Hypothese sprechen Versuche, in denen 
die Kombinationen von Rezipient und Donor vertauscht wurden, also die 
Sequenzunterschiede zwischen den beiden Stämmen gleich blieben. Im einen Fall 
(26695/J99-R3 und J99/26695-R1) kam es zu keiner signifikanten Veränderung der 
Importlängen, wohingegen sich im zweiten Fall (26695/N6-R1 und N6/26695-R1) die Längen 
der integrierten DNA beträchtlich unterschieden. Vergleiche der Importlängen zeigten, dass 
die Länge der integrierten DNA durch den Rezipienten bestimmt wurde und unabhängig von 
der verwendeten Donor-DNA war. Diese Beobachtung wurde durch Versuche gestützt, in 
denen jeweils derselbe Rezipienten-Stamm (26695 bzw. N6) mit DNA aus verschiedenen 
Donor-Stämmen transformiert wurde. Zwischen den beiden Transformationen desselben 
Stammes mit verschiedenen Donor-DNA kam es zu keinen signifikanten Unterschieden 
bezüglich der Importlänge, wohingegen die Importe zwischen den beiden Rezipienten 26695 
und N6 deutlich voneinander abwichen. Auch für eine Beteiligung der Restriktions-
Modifikations-Systeme des Rezipienten in der Bestimmung der Importlängen konnten keine 
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Hinweise gefunden werden. Die Integration der DNA folgte einer geometrischen Verteilung, 
die keine bestimmten Sequenzmotive an den Rekombinationsstart- bzw. -endpunkten 
erkennen ließ. Hinzu kommt, dass die Importlänge nach Transformation mit einem PCR-
Produkt nicht signifikant von der Länge nach Transformation mit genomischer DNA abwich, 
obwohl dieses aufgrund der fehlenden DNA-Methylierung häufiger von 
Restriktionsendonukleasen erkannt und abgebaut werden müsste. 
Die Analyse der Rekombination umfasste zwei Parameter, zum einen die Frequenz Rif-
resistenter Klone nach der Zugabe von Donor-DNA und zum anderen die Länge der 
importierten DNA-Fragmente. Bisher wurde noch nicht gezeigt, ob diese beiden Parameter 
miteinander korrelieren, also beispielsweise eine hohe Frequenz Rif-resistenter Klone nach 
der Inkubation mit Donor-DNA mit einer Integration kürzerer DNA-Fragmente 
zusammenhängt. Der Vergleich der Importlänge und der Frequenz Rif-resistenter Klone nach 
der Zugabe von Donor-DNA der analysierten Wildtyp-Rezipient/Donor-Kombinationen 
zeigte, dass es keinen Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern der Rekombination 
gab. So unterschied sich die Länge der importierten DNA-Fragmente des Rezipienten-
Stammes N6 nach der Transformation mit DNA des Donor-Stammes J99-R3 (3853 Bp) nicht 
signifikant von der Importlänge nach einer Transformation mit DNA des Stammes 26695-R1 
(3819 Bp). Hingegen war die Frequenz Rif-resistenter Klone nach der Transformation mit 
J99-R3 signifikant höher als nach der Zugabe von 26695-R1 DNA (Abbildung 24). Auch bei 
der Betrachtung verschiedener Rezipienten war eine Korrelation der Importlänge mit der 
Frequenz Rif-resistenter Klone nicht vorhanden. Vergleiche der Frequenz Rif-resistenter 
Klone der Kombination 26695/J99-R3 mit den Kombinationen J99/26695-R1 und N6/J99-R3 
zeigten, dass beide Stamm-Kombinationen eine signifikant höhere Frequenz aufwiesen. Die 
Importlänge der Kombination J99/26695-R1 unterschied sich aber nicht von der des 
Rezipienten 26695, die der Kombination N6/J99-R3 war hingegen signifikant länger. Diese 
Beobachtungen sprechen dafür, dass unterschiedliche Mechanismen die beiden wichtigen 
Parameter der Rekombination, Frequenz des Einbaus von Donor-DNA und Importlänge, 
kontrollieren. 
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5.8 Importierte DNA-Fragmente sind durchsetzt mit Segmenten der Rezipienten-
Sequenz 
Eine Besonderheit der untersuchten DNA-Importe war, dass in etwa 10% der Klone das 
integrierte Donor-Fragment von kurzen Abschnitten der Rezipienten-Sequenz unterbrochen 
wurde. Diese Unterbrechungen des importierten Fragments haben wir als „interspersed 
sequences of the recipient“ (ISR) bezeichnet (Kulick et al., 2008a). Im Mittel betrug die 
Länge dieser ISR in den untersuchten H. pylori Wildtyp-Stämmen 84 Bp, ohne signifikante 
Unterschiede bezüglich der Häufigkeit oder mittleren Größe zwischen verschiedenen 
Rezipient/Donor-Kombinationen. Diese Beobachtung war für uns von besonderem Interesse, 
da ISR eine wichtige Rolle in der Diversifikation von Allelen in H. pylori spielen könnten, 
indem sie die Verbindung zwischen einzelnen individuellen Polymorphismen aufheben. 
Dadurch tragen sie zusammen mit der Integration nur kurzer DNA-Fragmente in das Genom 
des Bakteriums zu dem niedrigen Kopplungsungleichgewicht von H. pylori bei (Suerbaum et 
al., 1998). 
Einen Hinweis auf das Vorkommen von ISR in H. pylori in vivo gaben Analysen sequenzieller 
Isolate, die DNA eines anderen Stammes importiert hatten (Falush et al., 2001). In den 
Sequenzen der Stammpaare ließen sich innerhalb der importierten Fragmente mit 
Polymorphismen auch Segmente finden, in denen die Sequenzen identisch waren, wie 
beispielsweise in den atpA-Allelen des Stammes NQ352 (Falush et al., 2001). Da aber nur die 
Sequenzen des Rezipienten- und des Rekombinanten-Stammes nicht aber die Sequenz der 
Donor-DNA bekannt sind, kann nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden, dass es sich bei 
diesen identischen Sequenzabschnitten zwischen polymorphen Bereichen um ISR handelt. 
Ob ISR ein H. pylori-spezifisches Phänomen sind, kann anhand der vorhandenen Literatur 
nicht eindeutig belegt werden. Zusammengesetzte DNA-Mosaike, die den ISR entsprechen 
könnten, wurden auch schon in E. coli beobachtet. In den Versuchen mit E. coli wurden 
Plasmide in die Bakterienzellen transformiert, welche einen Heteroduplex-DNA-Abschnitt 
enthielten. Reisolierte Plasmide wurden anschließend mit Hilfe von Hybridisierungssonden 
analysiert (Abastado et al., 1984; Cami et al., 1984). Sowohl in Wildtyp-Bakterien als auch in 
recA-negativen Bakterien wurden Mosaikstrukturen nachgewiesen, was dafür spricht, dass die 
Strukturen ein Resultat von DNA-Reparatur-Ereignissen waren. Eine weitere Studie, in der 
Heteroduplex-DNA des Lambda-Bakteriophagen in E. coli-Zellen untersucht wurde (Raposa 
und Fox, 1987), konnte eine Beteiligung des „Mismatch“-Reparatur-Systems (MutL, MutS, 
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MutH und UvrD) zeigen und beobachten, dass die Reparaturen der Fehlpaarung bis zu 
2000 Bp auseinander lagen. McKane und Milkman nutzten Restriktionsfragment-
Polymorphismen, um DNA-Importe in E. coli nach der Transduktion eines etwa 100 kb 
großen DNA-Fragments zu untersuchen (McKane und Milkman, 1995). Sie fanden heraus, 
dass der Import häufig in mehrere 8 kb bis 14 kb lange Fragmente aufgeteilt war und dass die 
Länge der Fragmente vom untersuchten Rezipienten-Stamm abhing. Sie vermuteten, dass 
Unterschiede in den Restriktions-Modifikations-Systemen der Stämme dafür verantwortlich 
sein könnten. Sequenzanalysen der importierten DNA wurden bisher in keiner Studie 
durchgeführt. 
Als mögliche Ursache für die Entstehung der ISR wurde die Beteiligung von RM-Systemen 
angenommen. Um eine mögliche Verbindung zwischen der Entstehung von ISR und 
RM-Systemen aufzudecken, wurden 36 Restriktionsschnittstellen durch unseren 
Kooperationspartner Dr. Xavier Didelot in dem sequenzierten rpoB-Fragment Rif-resistenter 
Klone analysiert. Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der ISR und den 
analysierten Sequenzmotiven gezeigt werden. Die Ergebnisse der Analysen schließen aber 
eine Existenz bestimmter Muster innerhalb der DNA nicht völlig aus, da das untersuchte 
rpoB-Fragment, bezogen auf das Gesamtgenom, verhältnismäßig kurz ist und somit manche 
Schnittstellen nur ein oder zwei Mal in der Sequenz vorkommen. Dadurch wird eine 
Untersuchung solcher Motive sehr schwierig. 
 
5.9 Das ComB-DNA-Aufnahmesystem hat keinen Einfluss auf die Länge der DNA-
Importe 
Da der erste Kontakt mit freier DNA und der Import der DNA in die Zelle in H. pylori über 
ein besonderes DNA-Aufnahmesystem (ComB) stattfindet, haben wir die Hypothese 
aufgestellt, dass die Passage der DNA durch dieses System für die geringe Länge der 
DNA Importe und möglicherweise auch für die Entstehung von ISR verantwortlich sein 
könnte. Um die Importe der Donor-DNA ohne die Passage durch das ComB-System 
untersuchen zu können, musste das System zuvor ausgeschaltet werden. Dazu wurde das Gen 
comB10 im H. pylori-Stamm 26695 inaktiviert, welches für ein wichtiges Strukturprotein des 
Aufnahmeapparates kodiert (Hofreuter et al., 2003; Terradot et al., 2005). Wie erwartet führte 
die Inkubation der Mutante mit Donor-DNA nicht zu einer Erhöhung der Anzahl Rif-
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resistenter Klone im Vergleich zur Mutationsfrequenz. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
keiner der analysierten Klone ein Fragment der Donor-DNA in sein Genom integriert hatte, so 
dass durch diesen Versuch auch verifiziert wurde, dass freie genomische DNA aus der 
Umgebung von H. pylori ausschließlich über das ComB-System aufgenommen werden kann. 
Um das Aufnahmesystem zu umgehen bzw. um auch ohne ein funktionierendes ComB-
System DNA in die Bakterien zu bringen, wurde die comB10-Mutante zusammen mit Donor-
DNA elektroporiert. Anschließend wurden die Zellen für acht Stunden inkubiert und die 
Frequenz Rif-resistenter Klone sowie die Länge der DNA-Importe analysiert. Nach der 
Elektroporation war die Frequenz Rif-resistenter Klone im Stamm 26695comB10 ähnlich 
hoch wie die Frequenz nach einer natürlichen Transformation des Wildtyp-Stammes 26695. 
Die signifikant höhere Frequenz Rif-resistenter Klone nach der Elektroporation des Stammes 
26695comB10 mit Donor-DNA im Vergleich zur Frequenz nach der Inkubation mit Donor-
DNA im in vitro-Transformationssystem zeigte, dass wieder DNA in das Genom des 
Bakteriums integriert wurde. Die Integration von Donor-DNA in das Genom des Stammes 
wurde durch die Sequenzierung Rif-resistenter Klone bestätigt. Die Länge der DNA-
Fragmente zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Länge von Importen nach natürlicher 
DNA-Aufnahme. Damit konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme der DNA durch das 
ComB-System die Importlänge nicht beeinflusst. 
Die Elektroporation hatte allerdings einen signifikanten Einfluss auf die Frequenz von ISR in 
den importierten DNA-Fragmenten, die um etwa das Vierfache erhöht war. Dieser Anstieg 
könnte ein Resultat des elektrischen Feldes sein, das eventuell Schädigungen der DNA 
hervorruft und dadurch eine erhöhte Expression der DNA-Reparatur-Enzyme zur Folge haben 
könnte, die zu einer gesteigerten Reparatur von Basenfehlpaarungen führt. 
Die Anzahl der ISR in Sequenzen von elektroporierten Wildtyp-Klonen war im Vergleich zur 
Anzahl an ISR nach natürlicher Transformation des Stammes leicht (2-fach) aber nicht 
signifikant erhöht. Eine mögliche Erklärung dafür, dass die Elektroporation im Wildtyp-
Stamm nicht zu einer signifikanten Erhöhung der Anzahl an ISR in der integrierten DNA 
führte, könnte das noch aktive ComB-System sein. Während die comB10-Mutante nur durch 
die Elektroporation oder durch die Durchquerung der Zellmembran eventuell häufiger 
veränderte DNA integrieren konnte, war der Wildtyp-Stamm in der Lage, zusätzlich auch 
DNA über das DNA-Aufnahmesystem in die Zelle zu importieren, die nicht verändert oder 
beschädigt war. Sowohl die veränderte als auch die native Donor-DNA wurde dann in das 
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Genom integriert. Auch ein Vergleich der ISR-Frequenzen des Wildtyp-Stammes und der 
comB10-Mutante würde für einen solchen kompetitiven Prozess sprechen, da die ISR-
Frequenz nach der Elektroporation der Mutante genau doppelt so hoch war wie die ISR-
Frequenz nach Elektroporation des Wildtyp-Stammes. Dass es durch die Elektroporation nicht 
zu einer Erhöhung der Frequenz Rif-resistenter Zellen im Stamm 26695 kommt, ist dadurch 
bedingt, dass die Transformation von DNA einer Sättigungsfunktion folgt (Levine et al., 
2007) und somit die Frequenz Rif-resistenter Rekombinanten ab einer bestimmten DNA-
Konzentration in der Zelle nicht weiter ansteigt. 
 
5.10 RecA ist essentiell für die Rekombination in H. pylori 
Die Rekombination ist ein Prozess, an dem eine Vielzahl von Proteinen beteiligt ist 
(Kowalczykowski et al., 1994; Kowalczykowski, 2000; Kuzminov, 1999). Eine zentrale Rolle 
spielt dabei das RecA-Protein, welches an einzelsträngige DNA in der Zelle bindet und nach 
homologen Bereichen im Chromosom sucht. Dort initiiert es mit Hilfe anderer Proteine die 
homologe Rekombination (Cox, 2003; Cox, 2007). Wie erwartet führte die Inaktivierung des 
recA-Gens zu einer Rekombinations-negativen H. pylori-Mutante. Diese Beobachtungen 
stimmen mit denen anderer Arbeitsgruppen überein, die in RecA-negativen Stämmen 
ebenfalls einen Rückgang der Transformationsfrequenz feststellen konnten. Diese Gruppen 
konnten durch ihre Untersuchungen außerdem zeigen, dass die recA-Mutanten eine erhöhte 
Sensitivität gegenüber verschiedenen Stressfaktoren, wie UV-Licht oder Metronidazol, 
aufwiesen (Fischer und Haas, 2004; Schmitt et al., 1995; Thompson und Blaser, 1995), was 
für eine verminderte Fähigkeit der Reparatur der DNA in den Mutanten spricht. Durch die 
Untersuchung der Mutationsfrequenz des Stammes 26695recA konnte in dieser Dissertation 
zusätzlich noch gezeigt werden, dass die Inaktivierung des recA-Gens in einem Rückgang der 
Frequenz Rif-resistenter Klone um 94% resultiert. Auch in E. coli ist die wichtige Rolle des 
RecA-Proteins in der Rekombination beschrieben (Cox, 2003; Cox, 2007) und eine niedrigere 
Frequenz Rif-Resistenz vermittelnder Mutationen im rpoB-Gen wurde in E. coli ebenfalls 
beobachtet (Otterlei et al., 2000). Wodurch die niedrigere Mutationsfrequenz hervorgerufen 
wird, konnte bisher allerdings noch nicht geklärt werden. Eine Möglichkeit wäre, dass die 
Rekombination selbst einen mutagenen Effekt in den Zellen hat, wie es für Saccharomyces 
cerevisiae beschrieben wurde. In der Hefe war die Mutationsrate während der Meiose 20 Mal 
höher, als während der mitotischen Vermehrung (Magni und Von Borstel, 1962). Die 
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Inaktivierung von recA und die damit verbundene sehr stark verminderte Rekombination 
könnten somit der Grund für die niedrigere Mutationsrate sein. Hierbei bleibt zu 
berücksichtigen, dass mit Hilfe des RifR/rpoB-Systems nur Punktmutationen und keine 
Deletionen oder Insertionen untersucht werden können, da eine Leserasterverschiebung zu 
einem Ausfall der DNA-abhängigen RNA-Polymerase und somit zum Absterben der 
Bakterien führte. Weiterhin ist es möglich, dass RecA in H. pylori regulatorische Funktionen 
besitzt und durch den Wegfall des Enzyms die Reparatur von Punktmutationen begünstigt 
wurde. 
 
5.11 Das recB-Homolog HP1553 spielt eine wichtige Rolle in der Rekombination von 
H. pylori 
In der Genomsequenz des Stammes 26695 wurde für das Gen HP1553 eine Ähnlichkeit mit 
ATP-abhängigen Nukleasen vorhergesagt (http://genolist.pasteur.fr). Vergleiche der 
Proteinsequenz von HP1553 mit Proteinsequenzen von E. coli zeigten, dass Homologien zum 
RecB-Protein bestanden, so dass das H. pylori-Gen ebenfalls als recB bezeichnet wurde. 
RecB bildet in E. coli zusammen mit den Proteinen RecC und RecD einen Komplex, der die 
Reparatur von Doppelstrangbrüchen der DNA durch Rekombination initiiert (Dillingham und 
Kowalczykowski, 2008; Kuzminov, 1999; Taylor und Smith, 1995). Die Inaktivierung des 
recB-Gens im H. pylori-Stamm 26695 führte zu einem Rückgang der Mutationsfrequenz auf 
ein Achtel der Frequenz des Wildtyps und die Frequenz Rif-resistenter Klone nach der 
Inkubation mit Donor-DNA war in der Mutante 26695recB um 97% niedriger als im Wildtyp. 
Diese Reduktion der Frequenz Rif-resistenter Klone nach Inkubation mit Donor-DNA zeigt 
die wichtige Rolle, die RecB in der Rekombination von H. pylori spielt. Der Rückgang der 
Transformationsfrequenz nach der Inaktivierung des Gens wurde auch kürzlich von einer 
anderen Gruppe nachgewiesen (Wang und Maier, 2008a). Wang und Maier konnten außerdem 
zeigen, dass die Mutante sehr empfindlich auf Mitomycin-C-Behandlung reagierte. 
Mitomycin C ruft Doppelstrangbrüche in der DNA hervor, welche durch rekombinative 
Reparatur behoben werden. Damit scheint das RecB-Homolog von H. pylori eine ähnliche 
Aufgabe zu erfüllen wie das RecB-Protein in E. coli. In einer anderen Studie, die sich 
ebenfalls mit dem Gen HP1553 beschäftigte, wurde auch eine Steigerung der Empfindlichkeit 
gegenüber Mitomycin C nachgewiesen (Amundsen et al., 2008). Im Gegensatz zu den 
Untersuchungen von Wang und Maier und den in dieser Arbeit ermittelten Werten 
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beobachteten Marsin et al., dass es durch die Inaktivierung des recB-Gens zu einem Anstieg 
der Transformationsfrequenz kam (Marsin et al., 2008). Dabei wurden die 
Transformationsexperimente mit homologer genomischer DNA durchgeführt, die als 
Selektionsmarker eine Streptomycin-Resistenz (hervorgerufen durch eine Punktmutation im 
Gen rpsL) aufwies. Die Bakterien wurden nach der Zugabe der DNA für 24 Stunden auf 
Festmedium inkubiert und anschließend auf selektive Platten überführt. Diese methodischen 
Unterschiede, insbesondere die Verwendung homologer DNA, die nur einen 
Sequenzunterschied (Streptomycin-Resistenz vermittelnde Punktmutation) aufwies, anstelle 
von homeologer Donor-DNA könnten für die Differenzen der Transformationsfrequenzen 
verantwortlich sein. In der Studie von Marsin et al. wurde die recB-Mutante auch mit 
genomischer DNA transformiert, die eine Kanamycin-Resistenz-Kassette als Resistenzmarker 
trug, was zu keiner Erhöhung der Transformationsfrequenz führte. Ähnlich wie in der recA-
Mutante könnte auch im Stamm 26695recB die niedrigere Mutationsfrequenz durch die 
Abnahme an Rekombinationsereignissen bedingt sein und somit für eine mutagene Wirkung 
der Rekombination sprechen. 
Trotz der geringen Frequenz Rif-resistenter Klone nach Zugabe von Donor-DNA fand in der 
Mutante 26695recB noch Rekombination statt, so dass es möglich war, die DNA-Importe zu 
analysieren. Die Länge der importierten Fragmente unterschied sich nicht signifikant von der 
im Wildtyp gemessenen, so dass die Funktion von RecB in H. pylori wahrscheinlich in der 
Beladung von RecA und der Initiierung der Rekombination liegt, RecB aber wahrscheinlich 
keine Rolle während des Austauschs der DNA-Stränge spielt. Wie durch Tierexperimente in 
den Arbeiten von Wang und Maier sowie Amundsen et al. gezeigt werden konnte, wird durch 
die Inaktivierung von recB die Kolonisierung des Magens durch H. pylori erschwert 
(Amundsen et al., 2008; Wang und Maier, 2008a), was wahrscheinlich auf dem verminderten 
Wachstum und auf der höheren Anfälligkeit für DNA-Schädigungen der Mutante beruht. 
 
5.12 RecG, RecN und RecR haben verschiedene regulatorische Funktionen in der 
homologen Rekombination von H. pylori 
Neben recB spielen auch die Genprodukte von recG, recN und recR eine Rolle in der 
Initiierung der Rekombination in E. coli. Die Inaktivierung der homologen Gene in H. pylori 
zeigte, dass die Enzyme auch in diesem Bakterium die homologe Rekombination maßgeblich 
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beeinflussen. Der Verlust der Proteine RecG und RecR führte zu einer deutlichen Erhöhung 
der Frequenzen Rif-resistenter Klone nach Inkubation mit Donor-DNA im H. pylori-Stamm 
26695, während die RecN-negative Mutante eine niedrigere Frequenz aufwies als der 
Wildtyp. Die Mutationsfrequenzen blieben in allen drei Mutanten unbeeinflusst. 
In E. coli hat das RecG-Protein eine wichtige Funktion in der Initiierung und Migration von 
Holliday-Strukturen an blockierten Replikationsgabeln (Bolt und Lloyd, 2002; McGlynn et 
al., 2001; McGlynn und Lloyd, 2002) und fördert die Rekombination in den Bakterien. Die 
limitierende Wirkung des RecG-Proteins auf die Rekombination in H. pylori stellt damit einen 
Gegensatz zu der Situation in E. coli dar. Der hyperrekombinante Phänotyp von H. pylori 
recG-Mutanten wurde auch von Kang et al. beobachtet (Kang et al., 2004). Die Arbeitsgruppe 
konnte durch die Einführung der aus E. coli stammenden Resolvase RusA in eine H. pylori 
ruvB-Mutante zeigen, dass die Limitierung der Rekombination durch RecG mit Hilfe dieses 
Enzyms aufgehoben wurde (Kang und Blaser, 2008). Durch die Inaktivierung des ruvB-Gens 
wurde in dem Experiment die Migration der Holliday-Struktur blockiert, so dass die 
Wanderung des Rekombinationskreuzes nur noch durch die Aktivität des RecG-Proteins 
erfolgen konnte, Rekombination also nur noch mit Hilfe von RecG stattfand. Das Ergebnis 
deutet darauf hin, dass recG in H. pylori ein rudimentäres Gen ist und zuvor an einem aus 
mindestens zwei Schritten bestehenden Mechanismus beteiligt war. Das Protein, welches den 
zweiten Schritt des Prozesses, die Auflösung der Holliday-Struktur nach Migration durch 
RecG, katalysierte, ist in H. pylori offenbar nicht mehr vorhanden. Der Erhalt des recG-Gens 
in H. pylori spricht dafür, dass RecG das Bakterium vor einem zu intensiven genetischen 
Austausch schützen soll und somit eine andere Funktion hat als in E. coli. Die Limitierung der 
Rekombination wird möglicherweise durch eine kompetitive Hemmung erreicht, indem RecG 
mit RuvABC um die freie DNA in der Zelle konkurriert, aber den Prozess der Rekombination 
nicht vollenden kann. 
Für E. coli ist beschrieben, dass das RecR-Protein an zwei verschieden Mechanismen beteiligt 
ist, die zusammen die Reparatur von Einzelstrang-Lücken in der DNA durch Rekombination 
regulieren. In Kombination mit RecO vermittelt das RecR-Protein die Kopplung von RecA an 
einzelsträngige DNA, die mit dem Einzelstrang-DNA bindenden Protein (Ssb) assoziiert ist 
(Sakai und Cox, 2008). Ein Komplex mit RecF hingegen verhindert die Extension von RecA 
in den an die Einzelstrang-DNA-Lücke angrenzenden DNA-Doppelstrang (Webb et al., 
1997). Inaktivierung von recR führt in E. coli zu einer Abnahme der Rekombination (Mahdi 
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und Lloyd, 1989a; Mahdi und Lloyd, 1989b). In H. pylori konnte zwar ein RecO-Ortholog 
identifiziert werden (Marsin et al., 2008), jedoch wurde bisher kein Homolog des 
RecF-Proteins gefunden. In der Arbeit von Marsin et al. wurde auch die Auswirkung einer 
Inaktivierung des recR-Gens auf die homologe Rekombination analysiert. Marsin et al. 
konnten keine signifikante Veränderung der Rekombinationsfrequenzen in den Zellen nach 
Inkubation mit homologer DNA beobachten, was in starken Kontrast zu den hier dargestellten 
Ergebnissen steht. Wodurch dieser Unterschied in den Rekombinationsfrequenzen 
hervorgerufen wird, konnte bisher noch nicht genau geklärt werden. Eine Möglichkeit wäre, 
dass die Mutante anders auf die von Marsin et al. verwendete homologe DNA reagiert, als auf 
homeologe DNA. Damit könnte RecR am Schutz vor dem Einbau „fremder“ DNA in das 
Genom beteiligt sein. 
Ein drittes Gen, für das eine Beteiligung an der Reparatur von DNA-Brüchen in E. coli und 
anderen Bakterienarten gezeigt wurde, ist recN (Finch et al., 1985). In B. subtilis wurde RecN 
gehäuft an Doppelstrangbrüchen der DNA zusammen mit RecO und RecF nachgewiesen 
(Kidane et al., 2004; Sanchez et al., 2006; Sanchez et al., 2008) und auch in Neisseria 
gonorrhoeae konnte eine Funktion von RecN in der DNA-Reparatur und Rekombination 
gezeigt werden (Skaar et al., 2002; Stohl und Seifert, 2006). Die Inaktivierung von recN im 
H. pylori-Stamm 26695 führte zu einer um 90% niedrigeren Frequenz Rif-resistenter Klone 
nach Inkubation mit Donor-DNA als im isogenen Wildtyp-Stamm. Dieser Phänotyp der 
recN-Mutante stimmt mit den Beobachtungen von Wang und Maier überein, die ebenfalls eine 
Abnahme der Transformationsfrequenzen durch den Verlust eines aktiven RecN-Proteins 
sowie eine höhere Empfindlichkeit der Mutante gegen Mitomycin C und Sauerstoff 
feststellten (Wang und Maier, 2008b). Auch bei der recN-Mutante zeigte sich, dass Defizite in 
der rekombinativen Reparatur bei H. pylori zu Schwierigkeiten in der Besiedelung des 
Magens der Maus führten. 
In keiner der drei Mutanten, 26695recG, 26695recN und 26695recR, konnte eine Änderung 
der Länge der importierten DNA-Fragmente beobachtet werden. Dieses Ergebnis spricht 
dafür, dass die Proteine zwar an der Initiierung der Rekombination beteiligt sind, aber keinen 
Einfluss auf den Austausch der DNA-Stränge haben. In Bezug auf die ISR waren keine 
Unterschiede in der Anzahl im Vergleich zum Wildtyp-Stamm festzustellen. Im Stamm 
26695recR war die mittlere Länge der sechs ISR (aus 69 Klonen mit Import) allerdings etwa 
viermal höher als im Wildtyp-Stamm 26695 (signifikant). Warum die Inaktivierung des recR-
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Gens einen solchen Unterschied in der mittleren Länge der ISR verursacht, konnte bisher 
noch nicht aufgeklärt werden. Da RecR in E. coli an der Beladung von ssDNA mit RecA 
beteiligt ist, wenn diese vom Ssb-Protein geschützt wird (Umezu et al., 1993; Umezu und 
Kolodner, 1994), könnte es sich bei den längeren ISR um Unterbrechungen während des 
Strangaustausches handeln. Genauere Untersuchungen der ISR in recR-Mutanten sind 
allerdings noch notwendig, um diese Hypothese zu beweisen. 
 
5.13 Exonuklease VII limitiert die homologe Rekombination 
In H. pylori sind Homologe für zwei ssDNA-Exonukleasen vorhergesagt. Ein Gen zeigt 
starke Ähnlichkeit zur Exonuklease RecJ, welche in E. coli einzelsträngige DNA vom 
5´-Ende aus hydrolysiert (Dianov et al., 1994). Ein zweites Gen, xseA, ähnelt der großen 
Untereinheit der Exonuklease VII von E. coli, die einzelsträngige DNA sowohl vom 5´- als 
auch vom 3´-Ende ausgehend abbauen kann (Vales et al., 1982; Viswanathan und Lovett, 
1998). Auch ein Homolog der kleinen Untereinheit xseB (HP1482/JHP1375) wurde in den 
Genomen der H. pylori-Stämme 26695 und J99 vorhergesagt. Homologe der 
ssDNA-Exonukleasen I und X konnten in H. pylori nicht gefunden werden. 
Die Inaktivierung des Gens xseA führte zu einer starken Erhöhung der Frequenz Rif-
resistenter Klone nach der Inkubation mit DNA. Im Gegensatz dazu hatte die Unterbrechung 
des recJ-Gens keine Auswirkung auf die Rekombinationsfrequenz. Auch in E. coli wurde eine 
Erhöhung der Rekombinationsfrequenz nach Inaktivierung des Gens xseA beobachtet (Chase 
und Richardson, 1977; Cooper et al., 1993). Der Grund für den Anstieg der 
Rekombinationsfrequenz könnte die Konkurrenz zwischen den Proteinen, welche die 
Rekombination durchführen (z.B. RecA) und der Exonuklease VII um die freie 
einzelsträngige DNA in der Zelle sein, so dass nach Wegfall der Exonuklease VII mehr 
Substrat für die Rekombination zur Verfügung steht. Der genaue Mechanismus in H. pylori ist 
aber unklar und weitere funktionelle Analysen der Exonukleasen sind notwendig, um 
genauere Aussagen treffen zu können. 
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5.14 Glykosylasen erfüllen in H. pylori wichtige Aufgaben im Schutz vor Mutationen 
Das Basen-Exzisions-System spielt eine wichtige Rolle in der Abwehr von Mutationen im 
Genom von Bakterien. Das System besteht aus Glykosylasen, die beschädigte Basen aus der 
DNA entfernen und Apurin- bzw. Apyrimidin-Stellen (AP-Stellen) hinterlassen sowie 
Endonukleasen, welche die AP-Stelle entfernen und so weitere Abläufe zur Reparatur der 
DNA ermöglichen. In H. pylori sind Homologe der Glykosylasen magIII, mutY, nth und ung 
sowie der Endonukleasen xth und nucT vorhergesagt worden. Die Untersuchung der 
Glykosylasen mutY, nth und ung zeigte, dass die Inaktivierung der Gene die Frequenz Rif-
Resistenz vermittelnder Punktmutationen im rpoB-Gen stark erhöhte. Den stärksten Effekt 
hatte die Inaktivierung des mutY-Gens (siehe Abschnitt 5.2), aber auch die Inaktivierung der 
Gene nth und ung führten zu einer signifikanten Erhöhung der Mutationsfrequenzen 
(neunfach bzw. zweifach). Diese Ergebnisse stimmen gut mit denen anderer Untersuchungen 
überein, in welchen nach Inaktivierung des nth-Gens und des Gens ung jeweils ein vierfacher 
Anstieg der Mutationsfrequenz im Vergleich zum Wildtyp-Stamm gemessen wurde (Huang et 
al., 2006; O'Rourke et al., 2003). Ein Verlust der Endonuklease Xth führte in den hier 
durchgeführten Versuchen nicht zu einer Veränderung der Mutationsrate. Huang et al. haben 
in ihren Untersuchungen des Gens xth eine zweifache Erhöhung der Mutationsfrequenz nach 
Inaktivierung des Gens im Stamm JP26 festgestellt (Huang et al., 2006). Da unsere 
Untersuchungen in einem anderen H. pylori-Stamm (26695) durchgeführt wurden, ist es 
möglich, dass es sich bei den Differenzen um stammspezifische Eigenarten handelt. Die 
Analysen der Mutationsfrequenzen zeigten, dass die drei Glykosylasen MutY, Nth und Ung 
wichtige Funktionen im Schutz des Genoms von H. pylori vor Veränderungen durch 
Punktmutationen haben. 
 
5.15 DNA-Glykosylasen beeinflussen die Rekombination in H. pylori 
Glykosylasen haben ihre Funktion nicht ausschließlich in der Basen-Exzisions-Reparatur 
sondern spielen auch eine Rolle bei der Rekombination von Bakterien. In einem E. coli-
System konnte gezeigt werden, dass die Induktion der homologen Rekombination durch das 
Zellgift Stickstoffmonoxid, aufgrund der Aktivität von Glykosylasen hervorgerufen wird 
(Spek et al., 2002). Dabei entfernen die Glykosylasen geschädigte Basen aus der DNA und 
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hinterlassen eine AP-Stelle, die zu einem Doppelstrangbruch in der DNA führen kann. Diese 
Doppelstrangbrüche werden dann durch homologe Rekombination repariert. 
Um zu überprüfen, ob die Glykosylasen MutY, Nth und Ung einen Einfluss auf die 
Rekombination haben, wurden entsprechende Mutanten des Stammes 26695 mit genomischer 
DNA des Stammes J99-R3 inkubiert und die Frequenz Rif-resistenter Klone ermittelt. Wie 
auch in der Studie von Huang et al. berichtet (Huang et al., 2006), hatte die Inaktivierung des 
ung-Gens keinen Einfluss auf die Anzahl Rif-resistenter Klone nach der Inkubation mit 
Donor-DNA. Auch der Verlust von MutY veränderte die Frequenz Rif-resistenter Klone nicht 
signifikant. Nur in der Mutante 26695nth kam es zu einer signifikanten fünffachen Erhöhung 
der durch Rekombination hervorgerufenen Anzahl an Rif-Resistenzen im Vergleich zum 
isogenen Wildtyp-Stamm. Neben seiner Glykosylaseaktivität besitzt Nth auch noch eine 
AP-Lyaseaktivität, die das Rückgrad der DNA auf der 3´-Seite der AP-Stelle hydrolysiert 
(Wang et al., 2006). Der Wegfall dieser Funktion könnte, wie in E. coli beschrieben, zu einer 
Anhäufung an AP-Stellen in der DNA und dadurch zu einer gesteigerten Anzahl an 
DNA-Doppelstrangbrüchen im Chromosom führen, die eine vermehrte Reparatur durch 
Rekombination induzieren. 
Interessanterweise hatte die Komplementierung der 26695 mutY-Mutante mit einem 
funktionsfähigen mutY-Gen zur Folge, dass die Frequenz Rif-resistenter Klone nach der 
Inkubation mit Donor-DNA um 96% zurückging. Die Überprüfung der Expression des mutY-
Gens zeigte, dass in den komplementierten Stamm eine deutlich höhere Konzentration an 
mutY-mRNA gebildet wurde als im Wildtyp. Zu der höheren Konzentration an mutY-mRNA 
im Stamm 26695mutYcomp kam es dadurch, dass das mutY-Gen zur Komplementierung unter 
die Kontrolle des Promotors des ureA-Gens gestellt wurde (Huang et al., 2006), was zu einer 
starken Überexpression des Gens führte. Da ein Effekt der MutY-Glykosylase auf die 
Frequenz Rif-resistenter Zellen nach der Inkubation mit Donor-DNA nur nach der 
Überexpression, nicht aber durch eine Inaktivierung des Gens zu beobachten war, könnte die 
Konzentration von MutY eine entscheidende Rolle während der Rekombination in Wildtyp-
Bakterien spielen. Ob sich die Konzentration an MutY auch in vivo, z.B. in verschiedenen 
Wachstumsphasen, verändert, ist bisher noch nicht geklärt. Die Beobachtung, dass die 
Kompetenz von H. pylori in bestimmten Phasen des bakteriellen Wachstums stärker 
ausgeprägt ist (Baltrus und Guillemin, 2006), zeigt, dass diese Prozesse reguliert sind und 
würde für diese Hypothese sprechen. 
5 Diskussion -118- 
 
Die Analyse der DNA-Importe Rif-resistenter Klone des Stammes 26695mutY zeigte 
weiterhin, dass die Inaktivierung des mutY-Gens eine Verdoppelung der DNA-Importlänge 
zur Folge hatte. Die Komplementierung des Stammes bewirkte wieder einen Rückgang der 
Importlänge auf das Niveau des Wildtyps. 
 
5.16 Die Überexpression von mutY führt zu einer höheren Anzahl an ISR in der 
importierten Donor-DNA 
Die integrierte Donor-DNA im Stamm 26695mutYcomp enthielt signifikant mehr ISR als die 
importierte DNA im Wildtyp-Stamm oder der mutY-Mutante. Dieser Effekt der 
Überexpression von mutY könnte durch die gesteigerte Aktivität in der Erkennung von 
Basenfehlpaarungen in der Heteroduplex-DNA nach der Integration von Donor-DNA durch 
die MutY-Glykosylase entstehen (Abbildung 26). Auch die niedrigere Frequenz Rif-
resistenter Klone nach der Inkubation mit Donor-DNA könnte auf die gesteigerte Korrektur 
von Fehlpaarungen zurückzuführen sein. Die Rif-Resistenz des Donor-Stammes J99-R3 wird 
durch eine Punktmutation an Position 1618 im rpoB-Gen hervorgerufen, bei der die 
Basenpaarung C:G durch das Basenpaar T:A ersetzt wurde. Im Stamm 26695 liegt an der 
Position 1618 das Basenpaar C:G, so dass die Integration eines DNA-Einzelstranges des 
Stammes J99-R3 an dieser Position entweder zu einer Fehlpaarung zwischen C und A oder T 
und G kommt. In E. coli wurde gezeigt, dass C/A-Fehlpaarungen von der MutY-Glykosylase 
erkannt werden und der Adeninrest entfernt wird. Diese Aktivität würde in den rekombinanten 
H. pylori-Klonen zur Entfernung der Rif-Resistenz vermittelnden Punktmutation führen und 
damit die niedrigere Frequenz durch Rekombination hervorgerufener Rif-resistenter Klone 
nach der Überexpression des mutY-Gens erklären. Dass Fehlpaarungen an der Position 1618 
von der MutY-Glykosylase besonders gut erkannt und repariert werden können, wurde in den 
Untersuchungen der Verteilung Rif-Resistenz vermittelnder Punktmutationen im rpoB-Gen 
gezeigt (siehe Abschnitt 5.3) Eine weitere Möglichkeit für die niedrigere Frequenz Rif-
resistenter Klone nach der Zugabe von Donor-DNA im Stamm 26695mutYcomp wäre, dass 
MutY generell eine suppressive Wirkung auf die Rekombination homeologer DNA hat. Diese 
Hypothese wird gestärkt durch die Beobachtung, dass durch die Inaktivierung des mutY-Gens 
längere Fragmente der Donor-DNA in das Genom integriert werden. Ein solcher limitierender 
Effekt in Bezug auf die Länge von Importen heterologer DNA wurde in Saccharomyces 
cerevisiae für das „Mismatch“-Reparatur-System beschrieben und wird auch für E. coli 
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vermutet (Hillers und Stahl, 1999; Li, 2008; Surtees et al., 2004), so dass das Fehlen dieses 
Systems in H. pylori unter anderen durch die Funktion von MutY kompensiert werden könnte. 
In E. coli wurde weiterhin ein Effekt von mutY in der Reparatur von Basenfehlpaarung in der 
DNA beschrieben. Dabei wurden Heteroduplex-Genome des Phagen Lambda untersucht. Die 
reparierten Abschnitte waren in der Studie kürzer als 27 Nukleotide und länger als neun 
Nukleotide und erstreckten sich 3´-wärts vom korrigierten Adenin aus gesehen (Radicella et 
al., 1993). Eine zweite Studie untersuchte die Funktion von mutY in einem E. coli-Zellextrakt, 
in dem Heteroduplex-DNA mit einer A/G-Fehlpaarung inkubiert wurde. Die Länge der 
reparierten Abschnitte wurde dabei mittels des Einbaus radioaktiv markierter Nukleotide 
ermittelt. Die Analyse ergab, dass die Abschnitte kürzer als zwölf Nukleotide aber länger als 
fünf Nukleotide waren (Tsai-Wu und Lu, 1994). In den H. pylori-Wildtyp-Stämmen war die 
mittlere Länge der ISR 84 Bp, was die für E. coli ermittelten Werte deutlich überschreitet. Die 
mittlere Länge der ISR in verschiedenen Rezipienten/Donor-Kombinationen variierte von 38 
Bp bis 121 Bp (nicht signifikant), so dass davon auszugehen ist, dass die Länge der ISR in 
H. pylori nicht alleine durch MutY bestimmt wird. 
MutY ist in E. coli in erster Linie für die Reparatur von Fehlpaarungen zwischen 8-OxoG und 
A verantwortlich. Dabei entfernt es den Adenin-Rest und ermöglicht es so weiteren 
Reparatursystemen die beschädigte Base (8-OxoG) zu reparieren. Weiterhin konnte in E. coli 
gezeigt werden, das MutY auch einen Adenin-Rest gegenüber Guanin und Cytosin entfernen 
kann (Au et al., 1989; Kim et al., 2003; Tsai-Wu et al., 1992). Nach der Integration von 
Donor-DNA entstehen an polymorphen Nukleotid-Positionen verschiedene Fehlpaarungen im 
Heteroduplex-Molekül, die durch den Austausch des aus der Donor-DNA stammenden 
Nukleotids zu ISR führen. Da zumindest für die MutY-Glykosylase aus E. coli gezeigt wurde, 
dass sie spezifisch für die Hydrolyse des Adenin-Rests ist, wäre eine durch die Funktion von 
MutY entstandene ISR an das Vorhandensein eines Adenins in der Donor-Sequenz zu 
erkennen (Abbildung 26). Im Gegensatz dazu könnten in der mutY-Mutante keine Adenin-
Reste aus der DNA entfernt werden. 















Reparatur der Einzelstrang-Lücke 









Abbildung 26: Hypothetisches Modell der Bildung von ISR in H. pylori 
Nach der Rekombination von Donor-DNA (rot) in das Chromosom eines H. pylori-Rezipienten-
Stammes (blau) befinden sich Basenfehlpaarungen in der Heteroduplex-DNA. Einige der 
Fehlpaarungen, z.B. G und A sowie C und A, werden von der Glykosylase MutY erkannt. Die 
Glykosylase hydrolysiert die N-glykosidische Bindung zwischen dem Adeninrest und der 
Desoxyribose, wodurch eine AP-Stelle in der DNA entsteht. Durch die AP-Stelle werden weitere 
Prozesse initiiert, die eine Einzelstrang-Lücke in der DNA produzieren. Die Lücke wird mit Hilfe 
einer Polymerase und der Ligase geschlossen und die Fehlpaarung ist somit behoben. Nach der 
Replikation des Bakteriums weist eine Tochterzelle in dem betrachteten Bereich die Sequenz des 
Rezipienten auf, die andere hat die Sequenz des Donor-Stammes, unterbrochen von einem Segment 
der Rezipienten-Sequenz (ISR). 
Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die einzelnen ausgetauschten 
stammspezifischen Nukleotide in ISR von rekombinanten Klonen der Stämme 26695, 
26695mutY sowie 26695mutYcomp analysiert. Dabei wurden nur ISR untersucht, in denen nur 
ein Austausch vorhanden war, um ausschließen zu können, dass noch andere Reparatursystem 
an der Bildung der ISR beteiligt waren. Die Analysen der ISR in Sequenzen von Klonen des 
Stammes 26695mutYcomp (mutY-Überexpression) ergaben, dass besonders häufig Nukleotide 
an Positionen ausgetauscht wurden, an denen sich in der Rezipienten-Sequenz ein C und in 
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der Donor-Sequenz ein A gegenüber lagen (27 von 35 Fehlpaarungen, Tabelle 35), gefolgt 
von Fehlpaarungen, bei denen sich im Heteroduplex-Molekül G und A gegenüber lagen (sechs 
von 35 Fehlpaarungen, Tabelle 35). Diese Beobachtung spricht für eine Beteiligung der 
MutY-Glykosylase in der Entstehung von ISR. Die untersuchten ISR der Sequenzen von Rif-
resistenten Klonen der Stämme 26695 und 26695mutY lassen aufgrund der geringen 
Datenmenge (weniger als zehn Ereignisse) keine Rückschlüsse auf die Beteiligung von MutY 
in der Entstehung von ISR zu (Tabelle 35). Außerdem könnten durch den Ausschluss von ISR, 
die mehr als ein polymorphes Nukleotid enthielten, aus den Analysen, bestimmte 
Polymorphismen über- oder unterrepräsentiert sein. Weitere Untersuchungen sind notwendig, 
um die genaue Funktion der Glykosylase MutY in der Entstehung von ISR aufklären zu 
können. 
Die Inaktivierung der Glykosylasen nth und ung hatte keinen Effekt auf die Länge der DNA-
Importe oder deren Mosaikstruktur. Weitere Versuche müssen klären, ob die Überexpression 
dieser Gene einen ähnlichen Effekt auf die Rekombination hat wie die Überexpression von 
mutY. 
Tabelle 35: Anzahl und Art ausgetauschter Nukleotide in ISR der Stämme 26695, 
26695mutY und 26695mutYcomp 
Rezipient 26695 26695mutY 26695mutYcomp rpoB-Fragment 
Polymorphismus 
26695 J99-R3 
Anzahl der reparierten Fehlpaarungen in ISR1 nPS2 
T C 0 3 0 25 
C T 0 2 17 20 
G A 2 1 10 20 
A G 1 0 2 13 
A T 0 1 0 4 
G C 0 0 0 4 
C A 0 0 6 3 
A C 0 0 0 1 
C G 0 0 0 1 
T A 0 0 0 1 
T G 0 0 0 1 
1: Untersucht wurden ausschließlich ISR, in denen nur eine Fehlpaarung repariert wurde; 
2: nPS = Anzahl der Polymorphismen im sequenzierten rpoB-Fragment 
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5.17 Schlussbetrachtung 
Innerhalb dieser Arbeit wurde die DNA-Reparatur und die Rekombination des 
Humanpathogens H. pylori untersucht. Dabei ermöglichte es die Sequenzvielfalt natürlich 
vorkommender Allele des rpoB-Gens und die natürliche Kompetenz des Bakteriums, neben 
der Mutationsfrequenz auch die Rekombination und deren Produkte genauer zu analysieren. 
Durch die Analysen konnte aufgedeckt werden, dass die ohnehin schon kurzen DNA-Importe 
in H. pylori noch zusätzlich durch Abschnitte der Rezipienten-Sequenz unterbrochen sind 
(ISR) und diese Unterbrechungen mit zur hohen allelischen Diversität des Bakteriums 
beitragen. Bisher konnte noch nicht eindeutig geklärt werden, ob ISR auch in vivo eine Rolle 
spielen. Größere Studien von sequenziellen Isolaten und Analysen des genetischen 
Austausches zweier H. pylori-Stämme unter definierten Bedingungen im Tiermodell könnten 
diese Fragen in Zukunft abklären. Dabei werden es die neuen Sequenzierungs-Technologien 
wie die 454-Technologie (Roche) oder das Solid-System (Applied Biosystems) ermöglichen, 
große DNA-Fragmente bis hin zu ganzen Genomen zu analysieren. Dadurch kann der 
genetische Austausch ohne die Verwendung von Selektionsmarkern (z.B. Rif-Resistenz) 
untersucht werden und damit genauere Aussagen über die Importlänge und die Verteilung von 
ISR gemacht werden. 
Weiterhin wurde mit der Glykosylase MutY ein Protein gefunden, welches für die Regulation 
der Diversifikation des H. pylori-Genoms mit verantwortlich ist. Der Glykosylase kommt 
nicht nur eine entscheidende Rolle im Schutz gegen Punktmutationen zu, sondern sie ist auch 
an der Kontrolle der Importlänge und an der Entstehung von ISR beteiligt. Dabei kann das 
Gen durch Phasenvariation „ein“- bzw. „ausgeschaltet“ werden. Die mit Hilfe des in vitro-
Transformationssystems ermittelten Ergebnisse zeigten außerdem, dass neben mutY noch 
viele weitere Gene der DNA-Reparatur-Mechanismen sowie Gene der 
Rekombinationsmaschinerie an der Regulation der genomischen Variabilität von H. pylori 
beteiligt sind. 
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